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ASIGNATURAS DE LOS CURSOS DE DOCTORADO 2009. 
CONCEPTOS BÁSICOS EN QUÍMICA SOSTENIBLE. 
La Química Sostenible es un concepto relativamente moderno, por eso es importante establecer 
unas bases a partir de las cuales sea posible desarrollar compuestos, metodologías y alternativas 
que permitan llevar a cabo procesos químicos más respetuosos con el medio ambiente. 
APLICACIONES INDUSTRIALES. 
El objetivo último de los procesos químicos es la aplicación industrial de los mismos. Del mismo 
modo, esta asignatura permite apreciar la importancia de desarrollar procesos industriales 
respetuosos con el medio ambiente y cómo en los últimos años, la Química Sostenible se está 
introduciendo cada vez más en las diferentes industrias. 
MICROONDAS. PROCESOS SIN DISOLVENTE. 
Mediante el empleo de equipos de microondas adaptados a síntesis química se pueden 
llevar a cabo reacciones que con medios convencionales producirían un enorme gasto de 
materia y energía, por tanto en esta asignatura vemos las ventajas de las reacciones con 
microondas y sin disolvente para la Química Sostenible. 
MICROORGANISMOS EN BIOTRANSFORMACIONES. 
Las células microbianas se han demostrado muy útiles en la síntesis de determinados 
compuestos. Además, el desarrollo actual de la ingeniería genética ha permitido la aparición de 
células mejoradas para el empleo en este tipo de procesos. Así pues, en esta asignatura se ha 
podido apreciar la utilidad de las células para llevar a cabo reacciones químicas respetuosas con 
el medio ambiente. 
POLÍMEROS ORGÁNICOS. APLICACIONES EN QUÍMICA SOSTENIBLE. 
En esta asignatura hemos estudiado las diferentes vías de síntesis y métodos de 
caracterización de reactivos/catalizadores soportados, así como las principales 
aplicaciones de estos materiales en Química sostenible.  
BIOTRANSFORMACIONES INDUSTRIALES. 
En esta asignatura se ha podido apreciar el empleo de enzimas en los procesos industriales. Así 
mismo, esta asignatura permite conocer las distintas técnicas de procesos de escalado en las 
reacciones enzimáticas y su gran desarrollo. 
CATÁLISIS ENZIMÁTICA. 
En esta asignatura se ha podido analizar la aplicación de las enzimas como catalizadores 
biológicos de reacciones químicas. Las enzimas son muy versátiles, capaces de llevar a 
cabo una gran diversidad de procesos químicos, por eso en los últimos años ha 























































ASN    asparagina. 
ASP    aspártico. 
CCF     cromatografía en capa fina. 
COSY    correlation spectrocopy. 
DAN     1,5 diaminonaftaleno. 
DEAD    azodicarboxilato de dietilo. 
DEPT    distortionless enhancement by polarization transfer. 
DMF    dimetilformamida. 
DRC     dominio de reconocimiento de carbohidratos. 
EDC     1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. 
ELLA    enzyme-linked lectin assay. 
EM    espectrometría de masas. 
Fc     canal de flujo. 
FRET    fluorescence resonance energy transfer. 
Gal     galactosa. 




HBSP tampón 10 mM HEPES, 150mM NaCl, 0.005% 
tensioactivo P20, pH=7.4. 
HEPES  ácido 4(2-hydroxyethyl)-1-piperazinetanosulfonico.  
HMBC   heteronuclear multiple bond correlation. 
HMQC   heteronuclear multiple quantum correlation. 
HPLC    cromatografía líquida de alta resolución. 
HSQC    heteronuclear single quantum correlation. 
ITC     isothermal titration calorimetry. 
kDa    kilodalton. 
Man     manosa. 
NHS     N-hidroxisulfosuccinimida. 
NOESY    nuclear overhauser effect spectroscopy. 
PANAM    dendrímeros de poli(amidoamina). 
PM     peso molecular. 
QSAR    quantitative structure-activity relationship. 
ROESY    rotating-frame overhauser enhancement spectroscopy. 
RMN     resonancia magnética nuclear. 
RMN-H1    resonancia magnética nuclear de protones. 
RMN-C13    resonancia magnética nuclear de C13. 
RU     unidades de respuesta o de resonancia. 
SHC     Sonogashira - Heck - Cassar. 
SN2     sustitución nucleofílica tipo 2. 
SPR     surface plasmon resonance. 
STD     saturation transfer difference. 
TF      antígeno Thomsen-Friedenreich. 
TMS    tetrametilsilano. 
Tn    antígeno GalNAc. 
TOCSY    total correlation spectroscopy. 
tr-NOE    transferencia del efecto nuclear overhauser. 
TYR    tirosina. 
TRIS     tris(hidroximetil)aminometano. 
VAA     lectina de Viscum album. 
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I.1- Importancia biológica de los carbohidratos. 
En la naturaleza existen cuatro clases importantes de macromoléculas: ácidos nucléicos, 
proteínas, polisacáridos y lípidos. A diferencia de los ácidos nucléicos y las proteínas 
que presentan una disposición lineal con un único tipo de unión de sus unidades 
constitutivas, los polisacáridos presentan estructuras altamente ramificadas, cuyas 
unidades monoméricas se puede unir unas a otras por diferentes posiciones y con 
diferente estereoquímica. Esta complejidad permite a los carbohidratos presentar 
variaciones casi ilimitadas en su estructura y, por tanto, una gran cantidad de 
información molecular. 
Los carbohidratos constituyen el tipo de biomoléculas más abundantes en el planeta. 
Juegan papeles muy diversos en la naturaleza, como reservas energéticas, 
reconocimiento molecular para el tráfico intracelular o en las interacciones que se 
producen entre microorganismos patógenos y virus con la superficie de las células de 
mamíferos.1 Los carbohidratos, presentes tanto dentro como en la superficie de las 
células, median en multitud de procesos biológicos que son fundamentales tanto en el 
mantenimiento de la salud como en las distintas patologías de los seres vivos (Figura 
1).2, 3  Normalmente los carbohidratos están unidos covalentemente a otras moléculas 
como proteínas o lípidos, en forma de glicoproteínas, proteoglicanos o glicolípidos, 
formando lo que conocemos como glicoconjugados. La estructura molecular y 
supramolecular de estos glicoconjugados les confieren una importante propiedad, la 
multivalencia.4-6 Generalmente, la valencia de una partícula (por ejemplo, una molécula 
pequeña, oligosacárido, proteína, ácido nucléico, lípido, etc.) puede ser definida como el 
número de unidades estructurales separadas de un mismo tipo que pueden interaccionar 
con otras partículas mediante interacciones ligando-receptor.7 De este modo, podemos 
considerar que una molécula que tenga dos copias idénticas y unidas de componentes de 
unión puede clasificarse como una entidad divalente. De forma similar, las interacciones 
multivalente o polivalentes pueden definirse como asociaciones simultáneas específicas 
de múltiples ligandos (o epítopos) presentes en una construcción molecular o una 
superficie biológica que se unen de forma cooperativa a múltiples receptores expresados 
en una unidad complementaria. La ubicuidad de estas interacciones multivalentes a 
distintos niveles en numerosos mecanismos biológicos testifican su papel esencial. De 




estructuras “dendríticas” que representan quizás la topología más representativa 
observada en el reino animal y vegetal.8  
 
Figura 1. Representación de algunas de las interacciones moleculares que ocurren en la 
membrana celular donde participan glicoconjugados. 
 
Aunque los carbohidratos y sus correspondientes formas glicoconjugadas han sido 
consideradas durante mucho tiempo como meras matrices de relleno o elementos post-
transcripcionales accesorios en glicoproteínas, que servían para protegerlas de una 
degradación prematura, ha quedado claro que tanto estas glicoproteínas como los 
glicolípidos o los glicosaminoglicanos glicoconjugados tienen una gran variedad de 
funciones biológicas adicionales. De hecho los carbohidratos están expresados en la 
mayoría de las superficies celulares de los mamíferos, y se unen a proteínas o lípidos de 
membrana formando glicoproteínas o glicolípidos respectivamente; también pueden 
estar conjugados a estas entidades celulares formando proteoglicanos embebidos en la 
membrana celular y agregados de forma ramificada. Además, estos oligosacáridos 
constituyen transductores de señales entre el medio extra e intracelular.9, 10 Estas 
estructuras glicosiladas son la diana de la presentación inicial ante microorganismos, 
toxinas y anticuerpos, también controlan la vida media de las proteínas o son parte 
esencial de mecanismos de unión específica. Además se ha observado su importancia en 
el reconocimiento intercelular, en la señalización celular y como ligandos para 




para la adhesión y colonización tisular de numerosos patógenos que expresan proteínas 
de unión a carbohidratos o lectinas. De hecho, muchos microorganismos infecciosos se 
valen o evitan los mecanismos de defensa inmune imitando, con sus propias estructuras 
glicosídicas, a importantes receptores o determinantes antigénicos del huésped. Como 
consecuencia de esto los patógenos son transportados a sus órganos diana por el propio 
sistema de transporte celular del organismo infectado. 
A pesar de su crítica importancia, las interacciones carbohidrato-proteína están 
caracterizadas paradójicamente por unas constantes de asociación relativamente débiles 
(mili-micromolar).13, 14 En la naturaleza normalmente se compensa esta situación 
mediante la exposición de numerosas copias de los mismos carbohidratos que actúan 
como ligandos en los dominios extracelulares. Consecuentemente, estas interacciones se 
convierten en unas fuerzas de atracción muy potentes, reforzadas de forma natural, 
cuando varias copias del ligando se presentan a receptores agrupados de forma similar 
(Figura 2). Este fenómeno, resultado de un efecto sinérgico y cooperativo, se conoce 
como “efecto dendrítico o glicocluster”,6 y se observó por primera vez en los receptores 
de asialoglicoproteínas de los hepatocitos.15 En su versión más extendida, está 
normalmente asumido que este efecto tiene su origen en la afinidad aumentada de un 
glicósido multivalente hacia su dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) 
ocupando completamente el sitio activo en un momento determinado. Está ampliamente 
aceptado que este fenómeno tiene su base en una estabilización por efectos de 
entrecruzamiento del glicocluster de tipo macroscópico. Es un hecho establecido que la 
multivalencia ofrece numerosos beneficios en términos de afinidad y selectividad hacia 
el receptor frente a las interacciones monovalentes, y puede inducir una organización 
particular de la superficie celular muy importante en el control de las vías de 
transducción de señales entre células.16  
Sorprendentemente los mamíferos sólo emplean nueve monosacáridos diferentes, que se 
combinan en una ingente cantidad de estructuras diferentes. Las variaciones en la 
configuración anomérica y los enlaces de unión entre los monosacáridos son los 
responsables de desvelar los variados “glicocódigos” existentes.17 Como consecuencia 
de esto, las diferentes arquitecturas y expresiones topológicas que se obtienen son el 
origen de la elevada especificidad y selectividad requerida para una interacción 
determinada. También es interesante resaltar que incluso en glicanos tan complejos 




unión, e incluso a veces sólo los grupos periféricos se ven involucrados en la unión al 
centro activo del receptor. Por tanto, las interacciones multivalentes se entienden como 
una estrategia omnipresente que ha evolucionado en la naturaleza para un sinnúmero de 
funciones diferentes, y que provee de numerosos beneficios y funciones únicas que no 
se pueden obtener mediante interacciones monovalentes. 
Figura 2. Representación general de una interacción ligando
una interacción ligando receptor multivalente (B).
Los mecanismos principales que producen el incremento de la afinidad de la unión 
multivalente son los siquientes:
- Efecto quelato 
Se produce en aquellas proteínas o en agregados multiméricos de éstas donde es
la unión simultánea de más de un ligando de un mismo sistema multivalente.
de la unión del primer ligando, la unión de un segundo debería ser más sencilla
que los costes entrópicos translacionales y rotacionales ya han sido cubiertos
primera unión (Figura 3a). El efecto quelato también puede ocurrir con dos
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no sean idénticos en dos lugares de unión diferentes. Algunos de los efectos de 
multivalencia más significativos han sido atribuidos a este efecto, especialmente en la 
inhibición de toxinas y otras proteínas con más de un lugar de unión, como el receptor 
de asialoglicoproteinas de hígado humano descrito por Lee15 o la aglutinina del germen 
de trigo (WGA).18 
-  Efecto de reasociación estadística 
En los casos en los que la longitud entre las unidades de carbohidrato es demasiado 
corta para permitir el efecto quelato o donde la proteína posee un único lugar de unión, 
el incremento en la afinidad se debe fundamentalmente al efecto de reasociación 
estadística19-22 (Figura 3b). La constante cinética de disociación de un carbohidrato 
multivalente es mucho más lenta en comparación con un ligando monovalente, debido a 
la proximidad entre los ligandos, uno de los carbohidratos puede ocupar un lugar de 
unión después de que otro lo abandone, resultando en un incremento neto en la 
afinidad.23 
 
Figura 3. A) Representación del efecto quelato. B) Representación del efecto de reasociación 
estadística. 
 
- Entrecruzamiento (“cross-linking”) 
Este efecto se produce en aquellas proteínas que tienen dos o más lugares de unión. Se 
forman agregados ordenados, con una repetición homogénea proteína-carbohidrato- 
proteína (Figura 4) y un espaciado regular que le confiere una alta estabilidad 
termodinámica a este entramado.24, 25 Se sabe que el proceso de entrecruzamiento ocurre 
en muchos casos de multivalencia, pero no está tan claro en qué medida el aumento de 





Otros efectos no quelato que pueden participar en el fenómeno de multivalencia son la 
estabilización estérica26 y la presencia de un lugar de unión secundario que favorezca la 
unión.27 Los efectos no quelato suelen provocar un aumento más pequeño de la afinidad 
que en aquellos casos donde el mecanismo quelato es operativo, donde se producen 
aumentos exponenciales de la afinidad. Sin embargo, cuando los ligandos multivalentes 
son grandes y contienen muchas subunidades de carbohidratos, los efectos no quelato 
contribuyen de manera muy importante al aumento de la afinidad. Esto ocurre de por 
ejemplo en los casos de dendrímeros de poli(amidoamina) (PANAM). El mecanismo en 
este último caso ha sido llamado mecanismo interno de difusión o también “bind and 
slide”, que también es operativo en la unión de proteínas al ADN.28 
 
 
Figura 4. Representación del entrecruzamiento entre carbohidratos y proteínas. A) 
Entrecruzamiento entre una proteína tetravalente y un ligando bivalente. B) Entrecruzamiento 
de un ligando tetravalente con una proteína bivalente. C) Entrecruzamiwnto de una proteína 
bivalente con un ligando bivalente. 
 
I.2- Neoglicoconjugados multivalentes. 
I.2.1- Definición y tipos de neoglicoconjugados multivalentes. 
Los neoglicoconjugados son análogos sintéticos de los correspondientes 




comportamiento de éstos en su interacción con el medio. Cuando estas estructuras 
presentan un efecto multivalente se les denominan generalmente como 
neoglicoconjugados multivalentes.29, 30 
Los neoglicoconjugados multivalentes intentan mimetizar las estructuras complejas que 
están involucradas en el proceso de reconocimiento celular, así como el resto de 
procesos biológicos que median los carbohidratos. En todos los casos, los ejemplos 
naturales se simplifican por diseños más sencillos que incluyen: un armazón molecular, 
un epítopo de carbohidrato que sirve como ligando y un espaciador que une el ligando 
con el armazón molecular. Estos compuestos presentan una serie de ventajas frente a los 
correspondientes productos naturales. Principalmente son mucho más fáciles de 
sintetizar que las estructuras naturales, se puede variar de forma sencilla la simetría del 
armazón molecular, la longitud y propiedades del espaciador, así como su tamaño y el 
número de epítopos sacarídicos (la “valencia”). Por otro lado podemos añadir grupos 
funcionales diferentes a los presentes en medios biológicos, fragmentos fluorescentes, 
así como otros fragmentos que ayuden a dirigir el compuesto hasta el tejido diana. Sin 
embargo, escoger el armazón molecular y el espaciador correcto, es crucial para el éxito 
en la síntesis de neoglicoconjugados como ligandos de alta afinidad por la proteína 
diana. Esto es debido a que estos elementos estructurales determinan el tamaño, la 
disposición tridimensional y la valencia funcional del neoglicoconjugado.31 
En el diseño de estos neoglicoconjugados hay que tener en cuenta, además de la 
multivalencia expuesta anteriormente, otra serie de consideraciones importantes. En 
primer lugar, la existencia en las lectinas de un posible sitio de unión secundario no 
específico para un carbohidrato. Muy a menudo, estos receptores suelen presentar 
interacciones hidrofóbicas vecinas al sitio de unión del carbohidrato. Por tanto, si se 
quiere mejorar la afinidad, la naturaleza del aglicón del carbohidrato puede ser crítica. 
Entre los tipos de neoglicoconjugados multivalentes más usados cabe destacar los 
péptidos y proteínas,32 los liposomas,33 los dendrímeros,34 los calixarenos,35 las 





Figura 5. Neoglicoconjugados multivalentes para el estudio de interacciones carbohidrato-
proteína. 
 
I.2.2- Aplicaciones de los neoglicoconjugados multivalentes. 
Como se mencionó anteriormente, las interacciones multivalentes carbohidratos- 
proteínas median muchos procesos fisiológicos y fisiopatológicos importantes. Sin 
embargo, su completa comprensión sufre de la complejidad natural de los hidratos de 
carbono que resultan de su biosíntesis o de la sutil unión de diferentes grupos asociados 
a  posiciones específicas a lo largo de la secuencia de oligosacáridos. Numerosas 
funciones clave de los carbohidratos dependen de la microheterogenicidad observada, 
así como de a la bien definida organización agrupada. Con el fin de estudiar, 
caracterizar, comprender y manipular estas críticas interacciones, se han hecho 
sorprendentes avances en el aislamiento y purificación de glicoconjugados naturales, se 
ha llevado a cabo su análisis estructural, así como procesos de degradación parcial o 
selectiva. Aún así, la síntesis química o quimioenzimática de ligandos de carbohidratos 
multivalentes es probablemente el método de elección para proporcionar estructuras 
multivalentes a medida, desarrolladas como efectores o inhibidores de mecanismos 
biológicos. En consecuencia, es necesario abordar el problema inherente de la alta 
especificidad y la afinidad que presentan estos sistemas multivalentes mediante la 




en la especificidad de los grupos de la molécula que se unen a sus proteínas de unión a 
carbohidratos específicos. 
Para lograr estos objetivos, los glicoquímicos están trabajando activamente en un 
enfoque que puede ser resumido en la Figura 6. Las etapas que se desarrollan en este 
proceso se pueden expresar de la siguiente manera. Después de la evaluación de los 
genomas de bacterias o virus, el análisis proteómico, y la búsqueda de proteínas de 
unión a carbohidratos mediante homología a través de la bioinformática, la presencia de 
una de estas proteínas se confirma. Para lectinas bacterianas o virales, las proteínas 
aisladas se pueden marcar con sondas fluorogénicas. La especificidad de unión al 
ligando de la lectinas fluorescentes se determina entonces por chips de carbohidratos 
como el que está libremente accesible desde el Consortium for Functional Glycomics 
para identificar el mejor oligosacáridos que genera respuesta.39 Los microchips más 
recientes suelen estar constituidos de aproximadamente 400 carbohidratos naturales y 
sintéticos (versión 3.10).40-44 Una vez que los residuos esenciales de los carbohidratos 
(epítopos) responsables de la actividad biológica de interés se identifican, los candidatos 
principales se validan mediante el uso de una serie de ensayos de unión, tales como 
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), ELLA (enzyme-linked lectin assay), 
ITC (isothermal titration calorimetry), SPR (surface plasmon resonance), FRET 
(fluorescence resonance energy transfer), cristalografía de rayos X, y técnicas análogas. 
Las afinidades de unión relativas de ligandos oligosacáridicos confirmados se evalúa a 
continuación junto con un grupo de oligosacáridos simples, idealmente con un 
monosacárido como el objetivo más simple para disminuir la complejidad de la síntesis 
y encauzar la optimización que se puede obtener por QSAR (quantitative structure-
activity relationship). Los glicomiméticos resultantes se transforman aún más en las 
estructuras multivalentes como glicodendrímeros que también deben someterse a una 





Figura 6. Pasos implicados en el descubrimiento de glicodendrímeros multivalentes y en el 
proceso de su optimización.  
 
I.3- Dendrímeros como neoglicoconjugados multivalentes para el estudio de su 
implicación en procesos de reconocimiento molecular. 
I.3.1- Definición de dendrímero. 
Un dendrímero es una macromolécula sintética monodispersa altamente ramificada  y 
polifuncional, constituida por unidades repetitivas (denominadas  generaciones) que 
están unidas químicamente entre sí mediante un proceso arborescente  alrededor de un 
centro multifuncional denominado núcleo.45, 46 Por lo tanto, a diferencia de los 
polímeros tradicionales, que presentan una estructura molecular polidispersa lo cual es 
un inconveniente para su aplicación a procesos industriales, los dendrímeros están 
estructuralmente bien definidos y pueden ser sintetizados a partir de un enfoque 
totalmente controlado. Aunque existen diferencias en cuanto a la rigidez y 
compactación, los dendrímeros  a menudo se comparan con proteínas artificiales, con 




periféricos y un pequeño volumen molecular.47, 48 Los polímeros dendríticos son 
conocidos como la cuarta clase de las arquitecturas polímeras, y se dividen a su vez en 
cinco subclases (Figura 7): (1) polímeros hiperramificados al azar, (2) polímeros 
arborescentes (“Dendrigraft”) ó estructuras dendríticas insertadas, (3) dendrones, (4) 
dendrímeros y (5) tecto(dendrímeros) o megámeros. El término “dendrímero” fue 
propuesto a principios de 1985 por Tomalia49 y proviene del término griego dendra que 
significa árbol. Términos sinónimos son “arborol”, propuesto por Newkome,50 derivado 
del término griego arbor que significa rama y “moléculas cascada” utilizado por 
Vögtle.51  
 
Figura 7. Tipos de polímeros dendríticos: (1) polímeros hiperramificados al azar, (2) polímeros 




I.3.2- Estrategias sintéticas y aplicaciones de los dendrímeros. 
La síntesis de los dendrímeros puede llevarse a cabo principalmente mediante dos 
estrategias (Figura 8). La primera, descrita por Tomalia et al.49, 52 llamada “método 
divergente”, es un proceso de síntesis que consiste en una serie de pasos repetitivos 
partiendo de un núcleo iniciador central. Cada subsiguiente paso de crecimiento 
representa una nueva “generación” del dendrímero con un mayor diámetro molecular, 
dos veces el número de sitios reactivos en la superficie y aproximadamente el doble del 
peso molecular que la generación precedente. La segunda estrategia de síntesis fue 
descrita por primera vez por Fréchet et al.,53, 54 se denomina “método convergente”. 
Avanza desde lo que será la superficie funcionalizada del dendrímero hacia un punto 
focal interior reactivo, dando lugar a la formación de lo que se denomina “dendrón”. 
Varios dendrones reaccionan con un núcleo multifuncional para dar lugar al 
dendrímero. La mayoría de las síntesis divergentes requieren un exceso de carga de 
monómero y separaciones por cromatografía a veces muy lentas y tediosas, en particular 
para las generaciones altas. Por otro lado las estrategias de síntesis convergente están 
limitadas a la construcción de dendrímeros de más bajas generaciones debido a la 
congestión estérica que se produce cuando se unen dendrones de generación alta al 
núcleo central.  
 




En la década de los 90 se produce un crecimiento explosivo tanto a nivel de 
publicaciones académicas como de patentes, lo que contribuye a la comercialización de 
los mismos. Sin lugar a dudas, la biología y nanomedicina, más particularmente las 
aplicaciones biomédicas y terapéuticas, son los campos que han generado un mayor 
entusiasmo por estas estructuras. Sin embargo, la complejidad de los mecanismos que 
participan en los procesos biológicos presenta un reto importante para el diseño 
eficiente de estas moléculas. De hecho,  históricamente, los problemas relativos a la 
toxicidad, solubilidad en agua, degradabilidad, especificidad sobre la diana, 
farmacocinética, y perfiles de biodistribución para estas aplicaciones han sido 
recurrentes cuando se utilizan sistemas monoméricos. La aplicación de sistemas 
poliméricos  ha sido explotada ventajosamente para mejorar la solubilidad en agua, la 
biocompatibilidad,  la falta de toxicidad y la inmunogenicidad con el fin de mejorar la 
estabilidad del fármaco, y  mejorar la selectividad hacia los tejidos malignos. Esta 
mejora de las propiedades terapéuticas  que se observó con el uso de profármacos, ha 
sido explicada por las propiedades físicas  de estas estructuras poliméricas, presentando 
altos volúmenes hidrodinámicos que facilitan  la persistencia en la sangre y la 
acumulación en los tejidos tumorales.55 
Los dendrímeros, que combinan varias de las ventajas descritas para los polímeros, 
junto  con que son estructuras monodispersas y tienen una alta densidad de 
funcionalización con un pequeño volumen molecular, han sido estudiados ampliamente 
para superar los problemas encontrados con otras moléculas. Por lo tanto, sus 
estructuras y propiedades particularmente únicas han motivado su uso en numerosas 
aplicaciones como fármacos o como vehículos de suministro de genes en la terapia 
contra el cáncer, y como agentes antibacterianos, antivirales, o antitumorales. El uso de 
dendrímeros en  sistemas biológicos, así como estudios sistemáticos de los núcleos 
dendríticos más comunes  para determinar su biocompatibilidad y citotoxicidad tanto in 
vitro como in vivo, y su bioestabilidad e inmunogenicidad han sido ampliamente 
revisados.56, 57 Un  ejemplo típico se refiere al uso de dendrímeros como “glicocarriers” 
para el control  de la presentación multimérica de restos de carbohidratos que son 
biológicamente relevantes, siendo útiles para dirigirlos al tejido modificado en 
enfermedades malignas para su diagnóstico y con propósitos terapéuticos. En estas 
moléculas, denominadas glicodendrímeros, las porciones de sacárido se expresan de 




altamente funcionalizados y repetidos obteniendo estructuras con variados pesos 
moleculares. Desde que aparecieron por primera vez en la literatura en  199358 los 
glicodendrímeros, fueron diseñados inicialmente como bioisósteros de los glicósidos 
ramificados de la superficie celular y originaron amplio interés dentro de la comunidad 
científica.34, 59-63  
I.3.3- Glicodendrímeros. Clasificación, síntesis y aplicaciones. 
Debido a la gran cantidad de glicodendrímeros sintetizados y a la variedad de sus 
estructuras constituyentes, existen diferentes criterios para su clasificación.30, 34 En esta 
tesis vamos a dividirlos en glicodendrímeros con núcleo alifático y glicodendrímeros 
con núcleo aromático. 
I.3.3.1- Glicodendrímeros con núcleo alifático. 
A) Núcleo de tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) y sus derivados. 
Uno de los primeros grupos de glicósidos ramificados se basó en un núcelo fácilmente 
disponible, el TRIS, utilizado por Lee a finales de la década de 1970.64 Debido a las 
ventajas sintéticas en términos de simetría que garantizan una funcionalización 
ortogonal y rápida, este núcleo sintético constituye un candidato ideal para la obtención 
de sacáridos multivalentes. Por lo tanto, el TRIS y sus derivados (Figura 9) han sido 
utilizados ampliamente por varios grupos para la fijación directa de glucósidos sobre 
grupos hidroxilo para generar glicoclusters trivalentes.65  
 
Figura 9. TRIS y sus derivados 
Sin embargo, a pesar de que se puso a punto la estrategia de síntesis química de estos 
compuestos, presentaron factores estéricos desfavorables para su unión a proteínas. En 
este contexto, Kötter et al. utilizaron derivados de TRIS, tales como 4-(3-hidroxipropil)-
4-nitroheptano-1,7-diol para preparar glicomiméticos altamente ramificados (Figura 




síntesis peptídica, se logró la síntesis de glicoclusters manosilados tri y nonavalentes 
que varían en las características químicas de sus grupos espaciadores y sus longitudes.67 
 
Figura 10. Glicodendrímeros manosilados sintetizados por Kötter et al. 
B) Núcleo con grupos amino. 
Debido a los prometedores resultados biológicos preliminares que indicaban que los 
glicoclusters tri- y tetravalentes constituían potentes inhibidores de la unión bacteriana, 
que se unían particularmente bien al DRC de las lectinas bacterianas (especialmente 
para la adhesión específica a manosa), se iniciaron síntesis más sencillas de 
glicoconjugados de baja valencia. En este contexto, la preparación de glicosilaminas por 
condensación directa de aminas con azúcares reductores podría ser una estrategia viable. 
Por ello se ha descrito la conjugación directa de azúcares reductores con 
dietilentriamina como una estrategia eficiente, rápida y con excelentes rendimientos 
para la síntesis de derivados de carbohidratos divalentes.68 Unos años más tarde, Hayes 
et al. extendieron esta estrategia, describiendo una metodología “one-pot” que permitió 
la síntesis de derivados de valencia más alta a través de la reacción de grupos amino 
más funcionalizados con D-manosa y dimanósidos desprotegidos.69 Glicoclusters 
simétricos, basados en un núcleo central trivalente, y que tienen tres o seis manósidos 
periféricos han sido preparados por Dubber y Lindhorst; en este caso se analizó el 
potencial de la aminación reductora para la introducción de un grupo aldehído de un 
derivado de D- manosa como el ligando carbohidratado, utilizando la tris (2-




descrito por Li et al., que proponían una síntesis convergente de tipo “one pot” de un 
glicocluster trivalente funcionalizado con manosa usando una reacción de Ugi 
multicomponente, que implica el uso de 2-carboxietil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-α-D-
manopiranosido, benzaldehído, isocianoacetato de metilo y la tris(2-aminoetil) amina 
como núcleo en metanol.71  
 
Figura 11. Glicodendrímeros derivados de tris (2-aminoetil)amina. 
C) Núcleo de pentaeritritol y sus derivados. 
El pentaeritritol y sus derivados constituyen otro grupo ampliamente utilizado de 
núcleos alifáticos (Figura 12), lo que permite la construcción de estructuras ramificadas 
multivalentes a través de la unión de cuatro grupos similares o diferentes.  
 
Figura 12. Pentaeritritol (X = O) y sus derivados. 
Uno de los primeros ejemplos de un glicocluster basado en pentaeritritol fue diseñado a 
finales de 1990 por Hanessian et al., que describen la síntesis de grupos di- y tri- 
hapténicos compuesto por los antígenos Tn (GalNAc) y el TF [β-D-Gal-(1→3)-
GalNAc] alargados con espaciadores de serina y ácido glicólico y unidos a través de 
enlaces amida a derivados aminados de pentaeritritol.72 Unos años más tarde, Hansen et 
al. propusieron la primera evaluación biológica de agrupaciones de galabiosa 
construidas alrededor de núcleos tiolados con diferentes valencias, incluyendo derivados 




gram-positiva Streptococcus suis, en concentración nanomolar, en presencia de estas 
moléculas.73 La inhibición de la adhesión bacteriana de las fimbrias de E. coli mediante 
derivados de pentaeritritol con grupos α-D-manopiranósido periféricos también ha sido 
a menudo investigada, aunque sin relaciones estructura-actividad confirmadas.74, 75 De 
forma similar, Lindhorst et al. propusieron investigaciones biológicas de agrupaciones 
de manósidos basadas en pentaeritritol, para poner a prueba su capacidad para bloquear 
la unión de E. coli al manano de la pared fúngica in vitro.76 Posteriormente, Touaibia et 
al. describieron la síntesis eficiente y sistemática de un  familia de agrupaciones de 
manosa construidas sobre núcleos de pentaeritritol y dipentaeritritol77 utilizando la 
cicloadición [1,3] dipolar regioselectiva catalizada por Cu(I)  azida-alquino (Figura 
13).78-80  
 
Figura 13. Derivados manosilados con núcleo de pentaeritritol y dipentaeritritol. 
D) Núcleo de derivados de lisina. 
Estos derivados de lisina fueron descritos por primera vez y patentados por Denkewalter 
et al. a finales de 1970,81 los derivados de lisina son uno de los núcleos estructurales 
más ampliamente utilizados en síntesis de dendrimeros82 y glicodendrimeros. Una serie 
de revisiones ha sido publicada por el grupo de Jezek sobre la síntesis y aplicaciones 
biológicas de glicodendrímeros a base de lisina.83-86 Estos dendrímeros glicosilados de 




de los grupos amino periféricos con una variedad de electrófilos que llevan residuos de 
azúcar asociados (tales como isotiocianatos, ácido carboxílico, y azúcares reductores) 
han conducido a glicodendrímeros  con tioureas, amidas y aminas respectivamente. Los 
azúcares que llevan grupos éster activados también han sido acoplados a las lisinas 
dendríticas para proporcionar glicoclusters de galactosa y N-acetilglucosamina,93, 94 
incluyendo el importante antígeno Thomsen Friedenreich (TF), disacárido conocido 
como un marcador de cáncer de mama y contra el cual fueron credos anticuerpos 
monoclonales.95, 96 El glicodendrímero análogo con β-D-N-acetilglucosamina también 
se modificó ampliamente utilizando múltiples procesos quimioenzimáticos originando 
el antígeno LewisX (Figura 14).97 También se han propuesto estructuras análogas 
manosiladas, la proteína de unión a manosa puede actuar como receptor de estas 
moléculas, mediando en la captación y la internalización de glicoconjugados solubles y 
en suspensión, originando una respuesta inmune innata.98, 99 La amplia capacidad de 
reconocimiento de los receptores de manosa, junto con su implicación en la inmunidad 
adaptativa, ha originado considerables esfuerzos hacia la administración dirigida de 
enzimas,100, 101 medicamentos,102-104 oligonucleótidos o genes,105-108 y antigenos109-111 a 
células que los expresan, para diferentes estrategias terapéuticas y de obtención de 
vacunas.  
 





E) Núcleo de carbosilano. 
En 1999, Matsuoka et al. sintetizaron el residuo trisacarídico presente en la 
globotriaosilceramida (Gb3), un glicolípido que se acumula en ciertas enfermedades 
metabólicas afectando a la función renal, mediante el uso de dendrímeros basados en 
carbosilano (Figura 15).112 Además de una metodología eficiente para la construcción 
de núcleos multivalentes de tipo carbosilano, los autores desarrollaron simultáneamente 
una estrategia general de síntesis para la unión de los restos de carbohidrato, que emplea 
una eficiente sustitución SN2 de un anión tiolato altamente reactivo sobre un haluro de 
alquilo. Además de las ventajas típicas encontradas en los dendrímeros, las arquitecturas 
multivalentes tipo carbosilano tienen las siguientes ventajas (i) la simplicidad sintética 
para ampliar la generación a voluntad y por lo tanto, acceder a los derivados de peso 
molecular definido y con el grado de funcionalización terminal adecuado, (ii) la 
naturaleza neutra de los núcleos dendríticos que les proporcionan estabilidad química y 
bioquímica, y (iii) que son biológicamente inertes. El mismo grupo estudió estos 
glicodendrímeros de carbosilanos como agentes terapéuticos para el tratamiento de las 
infecciones por cepas de E. coli O157 productoras de verotoxina, demostrando su 
potencial inhibidor de la toxicidad.113  
 







I.3.3.2- Glicodendrímeros con núcleo aromático. 
A) Glicodendrímeros obtenidos por ciclotrimerizacion intermolecular.  
En 1982, Kaufman y Sidhu describieron la síntesis en un solo paso de glicoclusters 
aromáticos a través de ciclotrimerización por catálisis metálica a partir de los adecuados 
precursores de derivados acetilénicos de carbohidratos.114 Sin embargo, estas 
nanoestructuras glicosiladas muestran una débil actividad biológica en relación con sus 
homólogos naturales. A pesar de esto, tales glicoclusters proporcionan ambientes únicos 
para el estudio de moléculas anfipáticas debido a su núcleo lipófilo rodeado por una 
periferia hidrófila. Posteriormente, Roy et al. consiguieron mejorar la metodología para 
proporcionar manopiranosidos hexavalentes (Figura 16) a través de [2+2+2]-
cicloadiciones en presencia del catalizador de dicobalto octacarbonilo por calentamiento 
a reflujo en 1,4-dioxano durante sólo 2 h (en comparación con los 21 días necesarios 
para el glicocluster manósido obtenido en el ejemplo anterior).115 El clúster resultante 
desprotegido, obtenido cuantitativamente mediante reacción de Zemplen, era soluble en 
agua y mostró una excelente capacidad de entrecruzamiento con lectinas tetraméricas de 
plantas, lo que indica que la orientación espacial y la rigidez provista por el núcleo 
interior tipo arilo ofrecen un gran potencial como neoglicoconjugados.116 Más tarde, el 
mismo grupo amplió esta estrategia con el fin de obtener conjugados C-glicósidos 
estables metabólicamente que contienen espaciadores largos, mediante una secuencia de 
transformaciones catalizadas por metales de transición.117  Tras estas investigaciones, 
Das y Roy publicaron por primera una síntesis, mediante el uso de derivados de 2-
propinilo y un catalizador de rutenio, donde obtuvieron mezclas de regioisómeros 
manopiranósidos derivados de arilo, en proporciones similares a los observados con el 
catalizador de dicobalto octacarbonilo, pero con una disminución del tiempo de reacción 





Figura 16. Glicodendrímero obtenido por ciclotrimerización intermolecular. 
B) Glicodendrímeros obtenidos por reacciones de acoplamiento cruzado. 
A mediados de los años 90 varios grupos de investigación mostraron la formación de 
entramados reticulados producidos cuando los receptores proteicos multivalentes se 
mezclaban con hidratos de  carbono sintéticos multiméricos, incluyendo dimeros.119, 120 
Todos los datos apuntan a apoyar la idea de que grupos de hidratos de carbono 
pequeños y rigidificados que llevan residuos hidrófobos forman complejos estables. 
Estas estructuras se han sintetizado uniendo el glúcido a la estructura central mediante 
enlaces O-, S-, o C- glucosídicos. Basándose en estas observaciones, Roy et al. 
consiguieron la síntesis eficaz de grupos de carbohidrato oligoméricos mediante el uso 
de reacciones de acoplamiento cruzado tipo Sonogashira - Heck - Cassar (SHC).121 Esta 
estrategia general, compatible con varios glucósidos, y el habitual método de protección 
mediante grupos acetato, se han aplicado también a la síntesis de tioglicósidos 
divalentes, que representan una capacidad como potenciales inhibidores enzimáticos 
debido a su resistencia a la hidrólisis.122 Sengupta y Sadhukhan adaptaron esta 
metodología de un solo paso catalizada por Pd a núcleos aromáticos trivalentes a fin de 





Figura 17. Glicodendrímero trivalente obtenido por acoplamiento cruzado. 
I.4- Estudio de interacciones carbohidrato-proteína. 
I.4.1- Introducción a las proteínas de unión a carbohidratos. Lectinas. 
El término lectina se aplica a proteínas o glicoproteínas de origen no inmune que 
reconocen específicamente carbohidratos de la superficie celular o en suspensión. Estas 
proteínas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido 
identificadas en diferentes organismos como virus, bacterias, hongos, plantas o 
animales. 
A pesar de que algunas de estas proteínas reconocen específicamente estructuras 
sacarídicas similares, la actividad biológica es diferente como la aglutinación de 
eritrocitos en diferentes especies o la estimulación mitogénica de linfocitos o la 
inhibición de la fagocitosis. Debido la capacidad de estas proteínas para interactuar con 
células de la respuesta inmune, algunas lectinas poseen efectos inmunosupresores, 
inhiben el crecimiento de células tumorales y participan en la adhesión celular. 
Las lectinas tanto de origen animal como vegetal 124 están implicadas en numerosos 
procesos biológicos y patológicos como pueden ser mecanismos de adhesión, 
inflamación y procesos cancerígenos como por ejemplo cáncer colorrectal y cáncer de 
pecho con o sin propensión a la metástasis,125 e incluso se han propuesto como 
potenciales fármacos anticancerígenos.126-128 
En cuanto a las lectinas de origen animal reconocedoras de β-galactósidos son una 





  y que se han denominado de múltiples maneras, la más empleada de todas ha sido 
tradicionalmente S-lectinas o lectinas de tipo-S, y en la actualidad se ha aceptado 
universalmente su denominación como galectinas.130 La localización de las lectinas 
animales en la naturaleza está muy extendida, ya que se encuentran desde en 
invertebrados, como nematodos o esponjas, hasta en seres tan evolucionados como 
pueden ser los mamíferos.131 
 
Lectina de Viscum álbum (VAA) 
Las lectinas de origen vegetal han sido estudiadas desde hace décadas, no sólo por sus 
intereses nutricionales, sino también por otras posibles aplicaciones terapéuticas.132-135 
Dada su importancia biológica y su implicación en procesos patológicos, existe un gran 
interés en conocer en detalle los diferentes procesos en los que intervienen. Como por 
ejemplo, su aplicación como inductor de apoptosis de linfocitos humanos136 o sus 
propiedades inmunomoduladoras. La lectina del muérdago (Viscum album), conocida 
como viscumina o VAA (del inglés Viscum album agglutinin), induce la apoptosis; y a 
su vez está involucrada en la apoptosis de neutrófilos inducida por viscumina mediante 
la inhibición bien de la síntesis de novo de proteínas o por activación de las caspasas.137, 
138
 
La viscumina es una lectina que reconoce específicamente residuos de galactosa, de 
estructura conocida y constituida por dos cadenas A y B. Mientras que la capacidad de 
reconocimiento de carbohidratos (lectina) se encuentra en la cadena-B (Figura 20), la 
cadena-A tiene actividad RNAr N-glicosidasa e inhibe irreversiblemente la biosíntesis 
de proteínas, motivo por el cual se clasifica a esta lectina en la clase de proteínas 





Figura 20. Estructura de la cadena B de la viscumina, sombreado en amarillo vemos las dos 
moléculas de lactosa que puede unir la lectina (imagen obtenida de PDB código 1PUU). 
 
Mikeska et al. han descrito basados en sus estudios de la estructura cristalina de esta 
lectina que en la cadena-B localizan dos sitios de reconocimiento de galactosa, casi 
idénticos uno al otro.139 Esta estructura primaria de la lectina del muérdago presenta 
muchas homologías con la lectina de Ricinus communis (64% de homologías en la 
cadena-B).145 A pesar de ello, Lee et al.146 señalan algunas diferencias entre ambas 
lectinas a la hora de interaccionar con el carbohidrato.  
Además y como ya hemos destacado en el comportamiento de las demás galectinas, 
estudios sobre viscumina reflejan cómo la afinidad aumenta con la multivalencia del 
glicoconjugado.147-150 Por ejemplo, estudios llevados a cabo mediante ensayos de 
superficie con dendrímeros inmovilizados han permitido determinar la KD del proceso 
de interacción y comprobar cómo la multivalencia aumenta la interacción pasando del 
rango micromolar a nanomolar.147 Por eso en los últimos años se han llevado a cabo 





Se han realizado estudios de inhibición que fueron llevados a cabo por Galanina et al. 
150
 mediante la inmovilización de diferentes glicoconjugados, comprobando que los 
compuestos más activos presentaban galactosa en el extremo terminal. Este estudio se 
llevó a cabo además con derivados desoxi-galactosa (2-, 3-, 4- y 6-), y corroboraron los 
datos obtenidos por rayos-X. El residuo OH-4 está implicado en mayor medida que los 
OH en posiciones 2, 3 y 6. 
La técnica de RMN, combinada con los datos que proporcionan el modelado molecular 
y el conocimiento de la estructura cristalina de la lectina en su unión con galactosa, ha 
sido una herramienta de utilidad para determinar el patrón de reconocimiento. En este 
sentido, podemos citar por ejemplo el trabajo publicado por Alonso-Plaza et al.151 Estos 
autores han llevado a cabo estudios de reconocimiento de residuos de Gal-β-(1-3)-Glc y 
otras β-galactosil xilosas mediante RMN, comprobando que se cumple el patrón de 
reconocimiento de galactosas que se había observado mediante rayos-X. 
La técnica de ITC, ha permitido obtener datos termodinámicos de la interacción de 
viscumina con sus ligandos. Por ejemplo, Jiménez et al. 152 han estudiado mediante ITC, 
la interacción de lactosa con la cadena-B de viscumina. Estos autores observaron que al 
llevar a cabo los estudios de interacción en solución la estequiometría del proceso es 
fundamental, puesto que los dos sitios de reconocimiento interaccionan con lactosa pero 
no con la misma afinidad (KA calculada del orden de 103 M para el primer sitio de 
reconocimiento y 104 M para el segundo). 
Estos datos termodinámicos, se corroboran con los parámetros cinéticos obtenidos para 
los procesos de asociación y disociación determinados por técnicas como AFM y SPR. 
Por ejemplo, Dettman et al.153 determinaron mediante SPR y AFM la velocidad de 
disociación (en un rango de 10-3 x s-1) en la interacción de la lectina de Viscum album 
con derivados de lactosa y asialofetuina para comparar la intensidad de la interacción 
con la que se produce en la interacción de la lectina de Ricinus communis con los 
mismos ligandos.  
Por último, se ha descrito la aplicación de la técnica de SPR en la interacción de 
viscumina con glicoconjugados de lactosa inmovilizados en superficie. Vornholt et al. 
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 han empleado glicoconjugados inmovilizados en la superficie de un sensor de SPR 
para llevar a cabo la búsqueda de la especificidad de diferentes lectinas. Estos autores 
observaron que la viscumina presenta una elevada especificidad por residuos de Gal, 
puesto que no se observó interacción con otros residuos presentados en diferentes 




También se ha estudiado, por Muñoz et al.,155, 156 la interacción de viscumina con 
residuos de lactosa funcionalizada con 1,5-diaminonaftaleno o 2,6-diaminopiridina 
inmovilizada sobre la superficie del biosensor.  
En el proceso de interacción, la viscumina también reconoce residuos de ácido siálico 
unidos a la galactosa terminal, especialmente los residuos unidos a ésta por enlaces α(2-
6).157, 158 Por otro lado, los residuos como glucosa, fucosa, xilosa o GlcNAc unidos a la 
galactosa terminal no afectan al proceso de interacción.151, 159, 160  
 
I.4.2- Resonancia de plasmón superficial. 
I.4.2.1-Introducción 
Los organismos biológicos se encuentran entre los sistemas más eficientes y, en 
concreto, su capacidad para el reconocimiento de sustancias externas es insuperable. El 
uso de receptores biológicos en química analítica permite aprovechar su aptitud como 
sistemas de reconocimiento. La combinación de este tipo de elementos de 
reconocimiento biológico con una amplia variedad de sistemas de transducción ha 
abierto la puerta a un campo en rápida expansión como es el de los biosensores.161 
Un biosensor se define como un dispositivo analítico compuesto por un elemento de 
reconocimiento biológico, capaz de reconocer un analito, en contacto íntimo con un 
transductor físico-químico capaz de generar una respuesta proporcional a la 
concentración de ese analito. Como resultado de la interacción específica del elemento 
de reconocimiento biológico con el analito, se produce un cambio físico-químico que el 
transductor convierte en una señal medible.162 
En la Figura 21 se muestra el esquema básico de funcionamiento de un biosensor. Las 
características únicas de este tipo de dispositivos vienen determinadas por la 
selectividad proporcionada por el elemento de reconocimiento biológico y la 
sensibilidad conseguida mediante un mecanismo de transducción adecuado. Podemos 
comprender, por tanto, que el comportamiento químico de la interfase interna entre el 
elemento de reconocimiento biológico y el transductor sea de una importancia crucial en 





Figura 21. Configuración básica de un biosensor 
 
Las dos características más importantes de un biosensor son la sensibilidad y la 
selectividad. Además de estas dos características esenciales, los biosensores presentan 
muchas otras entre las que destacan: 
- Una elevada fiabilidad y estabilidad, que le otorgue un tiempo de vida 
largo. 
- Versatilidad, que permite seleccionar diferentes receptores biológicos para 
determinar diferentes analitos o grupos de analitos. 
- Capacidad de miniaturización, para poder desarrollar dispositivos 
portátiles que lleven a cabo medidas in situ. 
- Posibilidad de realizar multi-análisis simultáneos. 
- Bajo coste de producción, que permita su desarrollo comercial. 
- Tiempo de análisis bajo. 
- Mínimo pretratamiento de muestra. 
- Reducido volumen de muestra. 
- Manejo sencillo, que permita su uso por usuarios no especializados. 
- Capacidad de automatización, para poder integrarlos en procesos 
industriales o estaciones de medida. 
Los sensores de Resonancia de Plasmón de Superficie miden cambios en el índice de 
refracción en la superficie de un metal que presenta plasmón superficial y pueden ser 
dispositivos biosensores altamente sensibles para detectar interacciones biomoleculares 
cuando un elemento de reconocimiento adecuado se inmoviliza en la proximidad de la 
superficie de la capa metálica. Las moléculas de analito que entran en contacto con el 




índice de refracción local en la superficie. Los cambios en el índice de refracción de este 
medio producen cambios en la constante de propagación del plasmón superficial, que a 
su vez altera características de la luz acoplada a éste como el ángulo y la longitud de 
onda de acoplamiento, la intensidad o la fase. Al registrar de forma continua la luz 
reflejada, se obtiene un perfil de los cambios del índice de refracción en el medio 
adyacente a la superficie metálica, obteniendo información en tiempo real de las 
interacciones que ocurren en este.  
La técnica de SPR permite llevar a cabo el análisis cinético de interacciones 
biomoleculares de un modo accesible, en tiempo real y sin la necesidad de marcar las 
moléculas. Como la detección es independiente de la naturaleza química de las muestras 
analizadas, en principio, todo tipo de moléculas son susceptibles de estudio por esta 
técnica: proteínas, lípidos, ácidos nucléicos, fármacos, cofactores o carbohidratos.163 
Desde que apareció el primer biosensor óptico en 1990 desarrollado por BIAcore AB 
(Pharmacia Biosensor, Uppsala), el número de instrumentos disponibles, no sólo de la 
casa BIAcore, sino de otras empresas ha aumentado de forma constante, algunos de 
ellos incluso dedicados a aplicaciones muy concretas. El principal interés en el uso de la 
técnica de SPR para la investigación es que proporciona un buen sistema de estudio de 
las interacciones biomoleculares ya que permite determinar la especificidad de la 
interacción con otras moléculas, las velocidades de asociación y disociación del proceso 
e incluso la afinidad, esto es, la fortaleza de la interacción.164-167 
 
I.4.2.2-Aspectos técnicos de un equipo de SPR 
Los biosensores de SPR se basan en una técnica óptica altamente especializada para 
detectar cambios en el índice de refracción en las proximidades de una superficie. Este 
fenómeno ocurre cuando, en condiciones de reflexión interna total, la luz polarizada 
incide sobre una superficie de oro (superficie del sensor) en la interfaz entre el soporte 
sólido y el medio líquido, que son dos medios con índice de refracción muy diferente: la 
superficie del sensor con un elevado índice de refracción y la fase líquida con bajo 
índice de refracción (Figura 22). 
El equipo de SPR consta de un detector, un chip y un circuito integrado de líquidos para 
el transporte de la muestra, la adsorción a la superficie y la detección. El chip consiste 
en una superficie de vidrio sobre la que se dispone una capa muy fina de oro. 
Esta superficie está normalmente funcionalizada con diferente tipo de matrices que 




como alternativa para evitar interacciones inespecíficas con la matriz, o que están 
funcionalizadas de diferente manera para permitir varias estrategias de inmovilización. 
 
Figura 22. Esquema de la técnica de SPR. La luz polarizada incide sobre la superficie de oro y 
dependiendo de la masa que haya en la superficie, varía el índice de refracción del medio 
líquido (canal de flujo) que provoca la variación en el ángulo de reflexión del haz de luz. La 
variación física se traduce en una señal de resonancia en función del tiempo que se conoce como 
sensorgrama. 
 
El sistema integrado de microfluido permite que las moléculas en solución pasen sobre 
la superficie del sensor con un flujo continuo y controlado lo que hace que la 
concentración de analito se mantenga constante durante todo el análisis. Los canales por 
donde fluye el líquido están diseñados para albergar volúmenes muy pequeños como 5 
µL. Cuando el analito fluye por los canales y se une a la biomolécula diana 
inmovilizada en la superficie, la masa que aumenta en las proximidades del oro provoca 
un cambio en el índice de refracción del medio que se traduce como RU. Se puede 
correlacionar la cantidad de masa en la superficie en función de la intensidad de la 
señal, se conoce que 1 RU corresponde a 1 pg/mm2 de sustancia inmovilizada en la 
superficie. 
 
I.4.2.3- Experimento tipo de SPR 
A) Inmovilización. 
A la hora de llevar a cabo el procedimiento experimental, se requiere en primer lugar 




se monitoriza la interacción con una segunda biomolécula (analito) que se encuentra en 
solución. 
La inmovilización del ligando en la superficie del sensor se lleva a cabo en función de la 
naturaleza de la molécula. En general existen tres estrategias generales para ello: la 
unión covalente, la estrategia de captura y por último la inmovilización mediante 
interacciones hidrofóbicas (Figura 23). 
La unión covalente es la estrategia más empleada para la inmovilización de ligandos a la 
superficie del sensor. Los grupos carboximetilo presentes en los diferentes chips, 
permiten una amplia variedad de alternativas de unión ya que se pueden inmovilizar 
biomoléculas funcionalizadas con grupos amino, tiol o incluso aldehído mediante el 
empleo de hidrazina (Figura 23.a).  
 
Figura 23. Posibilidades de inmovilización de los ligandos sobre la superficie del sensor: a) 
Inmovilización covalente; b) inmovilización mediante la captura del ligando y c) inmovilización 
a través de interacciones hidrofóbicas. 
 
Para llevar a cabo la inmovilización covalente en los grupos carboximetilo, es 
importante controlar determinados factores como la temperatura, la concentración del 
ligando y el pH. Este último factor es fundamental cuando el ligando es una 
macromolécula o presenta cargas en su estructura, puesto que a pH superior a 3,5 los 
grupos carboxilo de la superficie están cargados negativamente. Por ello, en ocasiones 
es necesario llevar a cabo los llamados estudios de pre-concentración electrostática. 
Estos estudios consiste en comprobar la interacción del ligando con la matriz cargada en 
un rango de pH entre 3,5 (en la que los grupos carboxilos están cargados) y el punto 
isoeléctrico del ligando, de modo que éste tenga carga opuesta a la de la superficie 





Figura 24. Estudio de preconcentración del ligando con la superficie. Si el pH en el que se lleva 
a cabo la inmovilización es demasiado alto o bajo, el ligando no se aproximará a la superficie. 
 
En segundo lugar, la inmovilización del ligando puede llevarse a cabo mediante la 
captura de éste por parte de otra molécula que se encuentra inmovilizada en la superficie 
(Figura 23.b). La interacción entre el ligando y la molécula que lo captura debe tener 
una afinidad muy elevada y muy baja velocidad de disociación, de modo que el ligando 
se encuentre en la superficie todo el tiempo que dure el análisis. Los casos más 
comúnmente usados son ligandos biotinilados que presentan una avidez extrema por la 
proteína estreptavidina, y por otro lado, la inmovilización de anticuerpos que permiten 
la captura de su antígeno. 
Y en tercer lugar, la inmovilización del ligando se puede realizar a través de 
interacciones hidrofóbicas, cuando el estudio no pueda o deba hacerse en un entorno 
acuoso (Figura 23.c). En este caso, la adsorción del ligando hidrófobo puede hacerse a 
través de monocapas o de bicapas lipídicas, dependiendo de las características de las 
moléculas que se vayan a estudiar. 
B) Registro de la interacción 
Básicamente, la técnica de SPR va a detectar cambios en la masa de la fase acuosa que 
se encuentre próxima a la superficie del sensor (chip) mediante la medida de la 
variación del índice de refracción. Estos cambios en el índice de refracción se 
monitorizan en tiempo real y el resultado se expresa como unidades de respuesta o de 
resonancia (RU) en función del tiempo. La representación gráfica de la respuesta en 
función del tiempo es lo que se conoce como sensorgrama (Figura 25). 
Inicialmente no hay inyección de la proteína y se observa una línea base. Cuando se 
inyecta el analito la señal aumenta a medida que se produce la interacción, es la fase de 
asociación. Cuando se deja de inyectar analito se libera espontáneamente en la fase de 




que quede analito asociado al ligando, esta solución es la de regeneración de la 
superficie, hace que desaparezca la interacción residual entre analito y ligando. 
 
 
Figura 25. Representación de un sensorgrama. 
 
Cuando registramos una interacción, inicialmente el tampón de trabajo fluye de modo 
continuo sobre la superficie del sensor y se obtiene la línea base (Figura 25). Cuando se 
inyecta la muestra de analito, la pendiente de la curva hacia arriba indica que hay 
asociación con el ligando inmovilizado. Después de la inyección, el analito unido al 
ligando se disocia espontáneamente con el flujo de tampón. 
C) Regeneración de la superficie 
La regeneración es el proceso por el cual se elimina el analito que haya quedado unido 
al ligando en el proceso de estudio de la interacción (Figura 25). La eliminación del 
analito de la superficie debe ser completa llegando a recuperar la línea base sin que el 
ligando vea perjudicada su actividad, porque de este proceso dependen los siguientes 
análisis que se realicen en esa superficie. La elección de la disolución regeneradora 
dependerá de la naturaleza de la interacción y de las características del ligando, de modo 
que éste permanezca inalterado. Este proceso no siempre es necesario, puesto que la 
disociación puede ser lo suficientemente rápida como para permitir la completa 
eliminación del analito. 
I.4.2.4- Análisis de los datos 
El análisis de los datos obtenidos mediante SPR se puede llevar a cabo a partir de la 




A) Determinación de los parámetros cinéticos de la interacción 
Para llevar a cabo el análisis cinético de la interacción, lo primero es eliminar los 
posibles artefactos, mediante la sustracción de la respuesta de fondo que se obtiene al 
fluir el analito por la superficie control. Posteriormente, se determinan los parámetros 
cinéticos de la interacción. El modelo más simple es el de la interacción uno-uno 
(Langmuir) que puede ser aplicado en la mayoría de los casos (ecuación [1]). 
[1] 
La velocidad del proceso de interacción entre el analito y el ligando se define mediante 
las constantes de asociación (kon) y la de disociación (koff), según se expresa en la 
ecuación [2]: 
d[AL]/dt = kon [A][L] – koff [AL] [2] 
Cuando se alcanza el equilibrio, la velocidad con que se asocian el analito y el ligando 
es igual a la velocidad con que se disocian, y por tanto el proceso responde a la 
siguiente ecuación [3]: 
kon [A][L] = koff [AL] [3] 
De este modo, se pueden calcular a partir de la velocidad de asociación y disociación las 
constantes de afinidad en el equilibrio. Se definen como constantes de asociación (KA) y 
de disociación (KD) y se relacionan con kon y koff siguiendo las expresiones [4] y 
[5]: 
KA = [AL]/[A][L] = kon / koff [4] 
KD = [A][L]/[AL] = koff / kon [5] 
En estos casos se asume que el analito es monovalente y homogéneo, que el ligando es 
homogéneo y que en la interacción no interviene ningún factor externo. Bajo estas 
condiciones, para calcular la afinidad los datos se deben ajustar a una isoterma de 
Langmuir que responde a la siguiente ecuación: 
Rmax = R0 + (Rsat – R0) KA g0(1 + KA g0)-1 [6] 
Donde Rmax es, para una concentración de ligando g0, el valor máximo de R a t = ∞ 
que se puede deducir fácilmente de la curva: 
dR · dt-1 frente R [7] 
R0 es el valor de R en el punto de partida correspondiente al canal que contiene el 




reconocimiento están ocupados. Los parámetros cinéticos se pueden determinar 
directamente de las curvas experimentales de acuerdo con la siguiente ecuación: 
R = R∞ + (Rmax – R∞) [1 – exp(koff t)] [8] 
 
B) Determinación de la constante de asociación en el estado estacionario 
En determinadas situaciones, los datos obtenidos de un teórico ajuste cinético serían 
erróneos, puesto que los procesos de asociación y disociación son tan rápidos que no 
permiten recoger información. 
Cuando esto ocurre y en el estudio se alcanza el estado estacionario de la interacción, es 
posible llevar a cabo el cálculo de la constante de disociación en el equilibrio (KD) o de 
asociación (KA) de la interacción entre analito y ligando, aplicando la siguiente 
ecuación: 
Req = KA·C·Rmax /( KA·C·n +1) [9] 
En la que Req es la intensidad de la señal (RU) en el equilibrio, KA es la constante de 
asociación en el equilibrio, C es la concentración del analito, Rmax es la máxima 
intensidad que podría alcanzar el analito y n es un factor determinado por el 
impedimento estérico. 
C) Factores que afectan a la interacción 
- Inmovilización. La inmovilización del ligando puede afectar al proceso de interacción 
modificando las propiedades de la unión analito-ligando. Por ejemplo, la inmovilización 
puede inducir cambios conformacionales en el sitio de unión, puede provocar que la 
orientación de las moléculas sea inespecífica restringiendo así el acceso del analito al 
ligando o si la molécula inmovilizada es un macromolécula podría darse el caso de que 
se produzca una oligomerización. 
- Impedimento estérico. Altas concentraciones de la macromolécula que se fluye pueden 
causar este problema que provoca una restricción en el acceso del analito al sitio de 
unión del ligando. 
- Asociación. La fase de asociación se ve afectada principalmente por diversos factores 
como que la concentración del analito se aproxime a la concentración del ligando, la 
concentración de ligando y la constante de asociación. 
- Limitación del transporte de masa. Debido a una densidad elevada de ligando en la 
superficie del sensor, la velocidad a la que el analito se une al ligando puede superar a la 
velocidad por la que circula por el canal. Lo mismo puede ocurrir en el proceso de 




con que el analito se disocia del ligando. Este efecto se llama limitación del transporte 
de masa y provoca que la velocidad de asociación (kon) y de disociación (koff) sea más 
lenta que la real. 
- Disociación. Los factores que afectan al proceso de disociación son la densidad de la 
superficie del analito asociado, la velocidad de disociación (koff) y la posibilidad de que 
el analito que se disocia vuelva a asociarse al ligando antes de abandonar la superficie 
del sensor en un efecto que se conoce como reasociación (rebinding). 
I.4.2.5- Aplicaciones del SPR al estudio de los glicoconjugados. 
Todas estas características han provocado la expansión de la técnica de SPR para 
determinar los parámetros cinéticos de la interacción y la afinidad. Encontramos en la 
literatura muchos ejemplos de las aplicaciones de la SPR en glicobiología. 
La aplicación más común del SPR en glicobiología es el estudio de reconocimiento 
molecular carbohidrato-proteína. La mayoría de estos estudios de interacción 
carbohidrato-lectina se llevan a cabo con el glicoconjugado inmovilizado 168 puesto que 
de ese modo se intenta mimetizar la presentación de los glicoconjugados en las 
membranas biológicas. Sin embargo, la otra posibilidad, la de inmovilizar la lectina en 
la superficie ha sido por lo general menos empleada aunque según Shinohara et al. 169 
las constantes cinéticas y de afinidad determinadas son iguales por ambas 
aproximaciones. 
En los últimos años, con el desarrollo de la técnica, ha aumentado el número de estudios 
de interacción carbohidrato-proteína. De todas ellas, quizás las lectinas más empleadas 
en este tipo de análisis sean tradicionalmente Concanavalina-A y la aglutinina de 
Ricinus communis (RCA120). Shinohara et al. 170 y Nahálková et al.171 describen la 
interacción de diferentes galactósidos inmovilizados en el sensor en su interacción con 
RCA120 que reconoce específicamente residuos de galactosa. 
Del mismo modo, se podrían citar muchos ejemplos de la interacción de concanavalina-
A con derivados de manosa. Pero destacamos el ejemplo de Yonzon et al. en el que se 
estudia la interacción de esta lectina con derivados de manosa funcionalizados con 
cadenas de tiol, de modo que se inmovilicen en superficie formando una monocapa 
autoensamblada. De este modo, los autores defienden que el empaquetamiento de las 
cadenas proporciona buenas características de presentación a la vez que se reducen las 
interacciones inespecíficas con la matriz. 
Recientemente, Vornholt et al.154 han aplicado la técnica de SPR a la búsqueda de 




cadena de monosacáridos (Man, Gal o GalNAc) inmovilizados en la superficie del 
sensor para después fluir sobre ella diferentes lectinas (concanavalina-A o la lectina de 
Viscum album entre otras) y comparar así la especificidad por unos carbohidratos o por 
otros. 
En los últimos años, ha aparecido la técnica de SPR de imagen, que permite visualizar 
la interacción. Karamanska et al. 172 han aplicado esta técnica al estudio de alto 
rendimiento del reconocimiento de carbohidratos inmovilizados en superficie. 
Pero como ya hemos mencionado anteriormente, está técnica no sólo permite el estudio 
de las interacciones biomoleculares, sino que además, en los últimos años, se ha 
descrito la posibilidad de llevar a cabo reacciones enzimáticas catalizadas en la 
superficie del sensor. 
Es una aproximación muy compleja puesto que la limitación en el acceso del sustrato y 
la enzima al aceptor puede provocar que no todas las moléculas del sustrato aceptor 
sean modificadas. Incluso también, si la reacción no presenta elevados rendimientos 
podría dar lugar como en el caso anterior a la formación de superficies heterogéneas, 
con dos tipos de ligando inmovilizados. 
Sin embargo, esta metodología presenta dos ventajas principales. La primera de ellas es 
que se necesita poca cantidad de muestra para llevar a cabo la reacción y además no se 
producen pérdidas del producto de la reacción puesto que éste ya se encuentra 
inmovilizado para llevar a cabo estudios de interacción. Y en segundo lugar, es que la 
reacción se puede seguir en tiempo real mediante la visualización de los sensorgramas. 
Por ejemplo, Muñoz et al. 173 y Hernáiz et al. 174 han descrito la modificación enzimática 
de residuos de derivados de heparina mediante sulfotransferasas para desarrollar un 
sistema de búsqueda de derivados de heparina con actividad biológica. 
Por último, encontramos otro ejemplo en el trabajo publicado por Plath et al.175 Estos 
autores han desarrollado un ensayo de actividad enzimática de la enzima 
sialiltransferasa a través del SPR. Mediante diferentes concentraciones de enzima 
provocan una modificación en el chip, y posteriormente correlacionan la intensidad de 









I.4.3- Resonancia magnética nuclear de diferencia de transferencia de saturación. 
La espectroscopía de RMN proporciona un número elevado de técnicas para llevar a 
cabo el estudio de interacciones moleculares.176, 177 Estas interacciones pueden ser 
estudiadas bajo condiciones muy diversas y con diferentes grados de complejidad.178 
Desde la interacción de proteínas con proteínas en soluciones acuosas, o con proteínas 
embebidas en membranas, hasta la interacción de moléculas más pequeñas como los 
carbohidratos con proteínas que reconocen específicamente residuos glicosídicos. En 
este aspecto han sido muchos los estudios llevados a cabo en este tipo de interacciones, 
que se puede analizar desde dos puntos de vista: por un lado, se puede estudiar la 
interacción desde el punto de vista de la proteína (receptor), y por otro, se puede basar el 
estudio en el análisis de las señales del carbohidrato o ligando. 
A pesar de que se obtenga una mayor información de la interacción desde el punto de 
vista de las señales del receptor, se aplican con mayor frecuencia las técnicas basadas en 
los cambios en las señales del ligando. Entre los experimentos empleados para llevar a 
cabo esta determinación se encuentran los experimentos de transferencia del efecto 
nuclear Overhauser (tr-NOE), 179 que detectan la diferente movilidad rotacional del 
ligando en el estado libre frente al estado asociado y los experimentos de STD 
(Saturation transfer difference), 180, 181 que detectan la magnetización que se transfiere 
del receptor al ligando en el proceso de asociación. 
Experimentos de tr-NOE. 
Este experimento se ha convertido ya en clásico para determinar la conformación 
bioactiva de oligosacáridos unidos a una proteína.179 Como en un experimento NOE, 
este experimento proporciona información de los protones cercanos en el espacio y que 
son posteriormente empleados para deducir la información conformacional en la 
interacción.  
Los tr-NOE se miden preferentemente empleando experimentos bidimensionales 2D-
NOESY (Nuclear Overhauser effect spectroscopy). Estos experimentos se basan en las 
variaciones del tiempo de correlación τc de los ligandos en estado libre o asociado con 
la proteína receptora. Para llevar a cabo estos experimentos lo primero que se hace es 
adquirir espectros NOESY a diferentes tiempos de mezcla para el ligando-carbohidrato 




posteriormente se repiten en presencia de la proteína receptora. En general se admite 
que la proporción óptima para llevar a cabo estos estudios es de aproximadamente un 
exceso de ligando entre 10 y 30 veces sobre la de proteína.  
Los carbohidratos son moléculas que se pueden considerar pequeñas (<1-2 kDa) y que 
presentan τc cortos y como consecuencia presentan generalmente NOEs positivos, a 
veces negativos, pero en todos los casos de poca intensidad. Cuando el carbohidrato se 
une a la molécula receptora, en este caso una proteína, de tamaño mucho mayor, el 
movimiento del carbohidrato se hace más lento como si fuera parte de la proteína, y su 
τc varía desde el rango de picosegundos hasta las decenas de nanosegundos lo que se 
traduce en la aparición de NOEs intensos y de signo negativo que se llaman NOEs 
transferidos.177, 181 Los tr-NOEs reflejan la conformación del ligando cuando se une al 
receptor en el sitio de reconocimiento (Figura 26) 
 
Figura 26  Esquema de un experimento tr-NOESY. Los picos de cruce del ligando cuando está 
asociado al ligando son intensos y del mismo signo que los de la diagonal.  
Para observar el efecto del tr-NOE de una forma adecuada es necesario optimizar el 
tiempo de mezclado de los experimentos y la relación entre el ligando y el receptor. Esta 
relación va a depender de la velocidad de disociación del ligando. Si hay demasiado 
exceso de ligando sobre la proteína no se van a poder observar los efectos tr-NOE, 
puesto que van a predominar los NOEs del ligando en estado libre. Por el contrario, si 
no hay suficiente exceso de ligando, la fracción de carbohidrato unido a la proteína es 
mayor, pero esto puede traducirse en un ensanchamiento de la señal, en cambios en el 
desplazamiento químico o en superposiciones con las señales correspondientes a la 
proteína que son muy difíciles de interpretar. 






























Confirmando lo descrito anteriormente tenemos el ejemplo de Meyer et al.182 En la que 
se describen las curvas de NOEs observados para la unión de un disacárido a la 
aglutinina de Aleuria aurantia. Se ve claramente que el valor absoluto del NOE 
observado aumenta al mismo tiempo que el signo cambia de positivo a negativo. 
También se observó que el tiempo de mezclado para el que el efecto NOE en estado 
asociado se hacía máximo, era mucho menor que para el ligando en estado libre. 
Por tanto, si observamos la presencia de tr-NOEs indica per se que hay unión del 
carbohidrato a la proteína y por tanto puede ser empleada para la búsqueda de 
bibliotecas de glicoconjugados en su unión a proteínas receptoras, y permite además el 
análisis conformacional de un glicoconjugado en el centro de reconocimiento de una 
lectina. 151, 183-191 
Experimentos de diferencia de la transferencia de saturación (STD) 
Los experimentos de diferencia de la transferencia de saturación (STD, Saturation 
Transfer Difference) son complementarios a los experimentos de tr-NOE y se 
fundamentan en las diferentes propiedades entre la forma libre del ligando y el tamaño 
del complejo debidas principalmente a la diferencia de tamaño entre ambas.180, 181, 192 El 
enorme potencial de esta técnica viene del potencial que tiene para la búsqueda de 
compuestos que se unan a ligandos y además la capacidad de determinar los epítopos de 
reconocimiento del ligando a nivel atómico.180 El espectro de transferencia de la 
saturación por sí solo no tiene la misma repercusión que si lo combinamos con los 
especto de sustracción. Ambos experimentos conjuntamente permiten separar las 
señales de las moléculas que se unen a la proteína de aquellas que no.  
Para explicar con más detalle este experimento, se debe aclarar que se basa, como se ha 
mencionado, en la transferencia de la saturación desde la proteína al ligando en el 
estado asociado y que por su parte está en equilibrio con su estado libre en disolución, 
siendo en la forma libre en la que se detecta la saturación. De este modo, la sustracción 
del espectro en el que se saturan las resonancias de la proteína del espectro en el que no 
se saturan, se obtiene un nuevo espectro, diferencia, en el que sólo se observan las 
señales del ligando que se hayan visto afectadas por la saturación. Para asegurar que la 
variación de la intensidad de las señales del ligando proviene únicamente de la 
transferencia de saturación desde la proteína al ligando, debemos irradiar 




afectadas. La irradiación selectiva de la proteína se conoce como on-resonance y el 
valor de la frecuencia que se emplea generalmente está alrededor de -1 ppm, puesto que 
en esta región del espectro no se va a encontrar ninguna señal de resonancia del ligando 
y sí de la proteína. También es posible elegir una frecuencia de saturación entre 7-8 
ppm, pero siempre y cuando el ligando no presente ninguna señal en esa región. Para 
conseguir la irradiación selectiva se usa generalmente sucesivos pulsos gaussianos, 
siguiendo la secuencia descrita por primera vez por sus autores,180, 192 lo cual supone 
una ventaja en cuanto a la robustez del método frente a otro tipo de pulsos que pudieran 
emplearse. Por cuestiones técnicas, para obtener el espectro en el cual está presente el 
complejo ligando-receptor pero sin irradiar selectivamente al receptor (off-resonance) es 
necesario elegir un valor de frecuencia en el que nos aseguremos que no hay ninguna 
señal ni del ligando ni del receptor, ya que no es posible programar un experimento 
STD en el que no haya irradiación. Para este fin se suelen seleccionar valores de 
frecuencia de 30-50 ppm, alejados de la región espectral donde se encuentran las señales 
correspondientes al ligando o al receptor.  
Este efecto se basa en la capacidad de las macromoléculas de relajar muy 
eficientemente. La saturación selectiva de la resonancia de la proteína provoca que la 
magnetización se transfiera intramolecularmente a través de toda la proteína (difusión 
de espín) hasta que llegue al sitio de unión. Cuando el ligando es reconocido por el 
receptor y se produce la interacción, la magnetización se transfiere intermolecularmente 
a los protones del ligando que se encuentren en contacto íntimo con la proteína (Figura 
27). La transferencia de la saturación será más eficiente cuanto más largo sea el tiempo 
de saturación y mayor sea el tamaño del receptor presentando además la ventaja de que 







Figura 27. Esquema del experimento de STD. Cuando el ligando interacciona con la proteína 
irradiada, la saturación se transfiere al ligando. Como se trata de un intercambio rápido, el 
ligando conserva sus características en el estado libre que es donde se detecta. 
 
Con los experimentos STD, es posible detectar interacciones ligando-proteína cuando 
las constantes de disociación están entre 10-3 y 10-8 M. Las aplicaciones de estos 
experimentos de STD son muy variadas, por ejemplo se ha descrito la posibilidad de 
determinar los protones de los ligandos que interaccionan con la proteína de una mezcla 
de moléculas procedentes de extractos o bibliotecas.187, 193-195 
El STD, también permite llevar a cabo estudios de reconocimiento del sustrato por parte 
de una enzima.196-198 Por ejemplo, en el grupo del Dr. Peters et al. se ha estudiado la 
especificidad de la galactosiltransferasa humana responsable de la síntesis del 
determinante antigénico del grupo sanguíneo B por el sustrato donador.196, 197 Además, 
tiene aplicación para llevar a cabo un mapeo refinado de los epítopos de diferentes 
glicoconjugados en su unión a proteínas que reconocen selectivamente carbohidratos. 
Por ejemplo, Bhunia et al.199 y Haselhorst et al.200 han empleado estos experimentos 
STD para llevar a cabo el reconocimiento de sialil Lewisx mediante dos lectinas 
específicas de estos residuos. Incluso, para la aplicación de los experimentos STD a 
células enteras, se ha descrito una técnica de doble diferencia (STDD-NMR) que 
básicamente lo que hace es filtrar la señal de fondo de la célula.195 
 
I.4.4- Fluorescencia. 
Las proteínas pueden presentar en su secuencia aminoácidos con propiedades 

















utilizan como sondas intrínsecas de fluorescencia para la caracterización y 
cuantificación de diferentes efectos: cambio de pH, temperatura, unión de 
glicodendrímeros y asociación proteína-proteína, entre otros. Dependiendo de la 
longitud de onda de excitación se obtiene una información u otra, así si λexc es  280 nm  
el espectro de emisión corresponde a los residuos Tyr y Trp; sin embargo si se excita a  
λexc 295 nm  la emisión es únicamente causada por el Trp. El triptófano es un 
aminoácido natural cuya cadena lateral contiene un grupo indol sustituido en posición 
C3 (Figura 29). Presenta un comportamiento fotofísico complejo, que aunque limita en 
muchos casos su utilización como sonda fluorescente en distintos sistemas biológicos, 
siempre representa un buen punto de partida en la caracterización de las proteínas 
nativas. 
 
Figura 29- Estructura del aminoácido triptófano. 
La emisión del Trp es muy sensible a la polaridad del microentorno que le rodea, así, las 
proteínas que poseen estos aminoácidos  presentan una emisión entre 320nm, si el Trp 
está oculto y 350 nm cuando el Trp se encuentra expuesto. La variación en la intensidad 
de fluorescencia y el desplazamiento de la longitud de onda del máximo de emisión, 
λmáx, permiten caracterizar y cuantificar diferentes fenómenos.201 
Laviscumina presenta en su estructura primaria un total de 8 triptófanos (Trp), 7 
tirosinas (Tyr) y 5 fenilalaninas (Phe). La adición de los glicodendrímeros produce una 
disminución de intensidad de la señal en la muestra original, a este fenómeno se le 
denomina amortiguación o inhibición de fluorescencia. Existen dos tipos de inhibición; 
dinámica y estática. 
La inhibición dinámica se debe a los choques ocasionados entre las moléculas. En 
cambio en la inhibición estática esta desactivación se debe fundamentalmente a la 
formación de complejos. Ambos requieren contacto molecular entre el fluoróforo y el 
inhibidor. La inhibición colisional (dinámica) se describe por la ecuación de Stern-








Donde F0 y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y en presencia del 
ligando respectivamente; [Q] es la concentración del ligando; Kq es la constante de 
inhibición de Stern-Volmer. El valor de Ksv es la pendiente de la recta obtenida al 
representar F0/F frente a la concentración del ligando [Q]. Una representación lineal 
indica un caso sencillo en los que todos los fluoróforos son igualmente accesibles para 
el inhibidor. 
En el caso de proteínas con múltiples residuos Trp, como la viscumina,  se utiliza una 
ecuación modificada de Stern-Volmer que tiene en cuenta la fluorescencia de los 
resiudos que no intervienen en la unión, pero que contribuyen al total de la 





Donde F0 y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia y en presencia del 
ligando respectivamente; ƒ0 es la fracción de contribucion a la fluorescencia de los 
residuos que no intervienen en la unión, que son totalmente inaccesibles al ligando; ƒ1 
es la fracción de fluorescencia correspondiente a los residuos que se ven afectados por 
la unión al ligando; Ka es la constante de amortiguación de Stern-Volmer de la fracción 
accesible al ligando; y  [Q] es la concentración del ligando. 
 
I.4.5- Calorimetría isoterma de titulación. 
Es una técnica física que permite determinar los parámetros termodinámicos de las 
interacciones químicas. Es una técnica cuantitativa mediante la cual se pueden medir 
directamente constantes de afinidad (KA), cambios de entalpía (∆H) y la estequiometria 













calcular la energía de Gibbs (
mediante la ecuación: 
R = constante universal de los gases ideales; 
Un calorímetro está compuesto por dos celdas idénticas hechas de un material
térmico altamente eficiente recubierto por una manta
circuitos termopila/termopar muy sensibles para detectar diferencias en la
entre la celda de referencia (llena de tampón o agua) y la celda de muestra
la macromolécula. Antes de la adición del 
1mW) a la celda de referencia y se pone en funcionamiento un circuito de
retroalimentación que activa un calefactor en la celda de la muestra. Durante el
experimento el ligando es añadido a la celda de la muestra
conocidas produciendo calor o absorbiendo calor del medio dependiendo de la
naturaleza de la unión. Las medidas que se recogen son la potencia en función del
tiempo requerida para mantener una temperatura idéntica entre la celd
de referencia.204, 205 
Figura 28. Representación esquemática de un dispositivo de ITC. 
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En una reacción exotérmica, la temperatura de la celda de muestra aumenta a medida 
que se adiciona el ligando. Esto provoca una disminución de la potencia eléctrica 
aplicada al calefactor de la celda de muestra para mantener las temperaturas iguales en 
las dos celdas. En una reacción endotérmica, ocurre lo contrario, el circuito de 
retroalimentación aumenta la potencia aplicada para mantener la temperatura constante. 
Los datos se recogen como las µcal/s necesarias para mantener a la misma temperatura 
la celda de muestra y la de referencia. Como resultado se obtienen una serie de picos de 
flujo de calor/inyección que pueden integrarse con respecto al tiempo dando lugar al 
calor producido en cada inyección. Estos calores producidos se pueden analizar en 
función de la concentración molar de ligando y macromolécula usados en el 
experimento para obtener los parámetros termodinámicos de la unión. 
La versatilidad de ésta técnica hace que pueda aplicarse al estudio de diversos procesos 
biológicos. Además de los ejemplos vistos anteriormente,206, 207 ésta metodología se ha 
aplicado al estudio de la cuantificación de la afinidad de unión específica,208, 209 al 
descubrimiento de nuevos fármacos,210 o a la caracterización del mecanismo de acción 
enzimático.211   También encontramos ejemplos del uso del ITC en el estudio de la 






El objetivo de la presente memoria es la síntesis química de nanoestructuras basadas en 
carbohidratos para llevar a cabo el estudio de interacción carbohidrato-proteína 
mediante distintas técnicas biofísicas como SPR, RMN, fluorescencia e ITC.  
Para desarrollar este objetivo general, nos planteamos los siguientes objetivos más 
específicos. 
1- Desarrollo de una estrategia sintética para la síntesis de nanoestructuras con cores 
aromáticos y conjugación π-extendida tipo etinilbenceno, basado en la reacción de 
Sonogashira asistida por microondas. 
2- Desarrollo de una estrategia sintética para la síntesis de nanoestructuras aromáticas 
con cores bencénicos funcionalizados con acetilenos terminales, basada en reacciones 
de SN2 y Mitsunobu. 
3- Desarrollo de una estrategia sintética para la síntesis de nanoestructuras alifáticas 
funcionalizadas con cloruros de ácido. 
4- Puesta a punto de la síntesis de de la lactosa funcionalizada con un grupo azida 
terminal o un grupo naftaleno terminal. 
5-  Puesta a punto de una estrategia sintética basada en la reacción de cicloadición 1,3-
dipolar asistida por microondas, para la síntesis de glicodendrímeros funcionalizados 
con lactosa y con core aromático y alifático. 
6- Puesta a punto de una estategia sintética basada en la reacción de amidación, para la 
síntesis de glicodendrímeros funcionalizados con lactosa unida a 1,5-diaminonaftaleno 
y con core alifático. 
7- Estudio de caracterización estructural de los glicodendrímeros obtenidos en los 
apartados 5 y 6. 
8- Estudio de las interacciones glicodendrímero-viscumina mediante SPR, STD, 
fluorescencia e ITC. 





I.6- Resumen en inglés. 
- Introduction. 
Carbohydrates are the most abundant type of biomolecules on the planet. They play 
very different roles in nature such as energy reserves, molecular recognition 
intracellular trafficking or interactions that occur between pathogenic microorganisms 
and viruses with the surface of mammalian cells. Carbohydrates are expressed on cell 
surfaces and bind to proteins or glycoproteins forming membrane lipids or glycolipids. 
Despite its critical importance, the carbohydrate-protein interactions are characterized 
paradoxically by a relatively weak association constants (milli-micromolar). In nature, 
this situation is normally compensated for by displaying multiple copies of the same 
carbohydrates act as ligands in the extracellular domains. This phenomenon results in a 
synergistic and cooperative effect, known as dendritic or glicocluster effect. The 
neoglycoconjugates are synthetic analogs of the corresponding natural glycoconjugates 
(glycoproteins and glycolipids) that mimic their behavior in their interaction with the 
environment. A synthetic compound having a carbohydrate with a multivalent effect is 
generally referred to as multivalent neoglycoconjugate. Among the most commonly 
used types included  in multivalent neoglycoconjugates we can find glycodendrimers, 
which has  in the surface carbohydrate compounds. The term lectin applies to proteins 
or glycoproteins of non-immune origin which specifically recognize carbohydrates on 
cell surface or suspension. These proteins are widely distributed in nature and have been 
identified in different organisms such as viruses, bacteria, fungi, plants or animals.   
The objectives of this thesis are:  
1. Lactose functionalization with suitable groups for the formation of 
glycodendrimers specifically functionalization with amine and azido groups.  
2. Synthesis of the suitable cores for binding lactose functionalized to 
glycodendrimers, in particular aliphatic and aromatic synthetic cores.  
3. Synthesis of glycodendrimers by bonding lactose and the previously synthesized 
cores by SN2 and 1-3dipolar cycloaddition catalyzed by microwave.  
4. Molecular characterization of newly synthesized molecules.  
5. Study of the interaction of synthesized glycodendrimers with lectins of 







In this thesis we have synthesized new glycodendrimers, dividing them into two groups, 
those with a central core with aliphatic and aromatic core. Carbohydrates have been 
synthesized functionalized with azide and amino groups, have joined the various cores 
functionalized with alkyne groups or acid chloride respectively. After synthesis and 
characterization by NMR, their interactions were studied with the Viscum album 
agglutinin, a lectin of biological interest. The techniques used were SPR, STD-NMR, 
ITC and Fluorescence. The SPR technique allows to conduct kinetic analysis of 
biomolecular interactions in a manner accessible in real time and without the need to 
make the molecules, this technique gives kinetic parameters as association constants, 
dissociation. As the detection is independent of the chemical nature of the samples, in 
principle, all types of molecules are susceptible to study by this technique: proteins, 
lipids, nucleic acids, drugs, cofactors or carbohydrate. We found that the KD of the 
interaction of the viscumin with the glicodendrimers are in the µM range, and the 
stronger interaction appears with the tri and tretavalent compounds. The STD-NMR 
experiments are based on the different properties between the free form of the ligand 
and complex size mainly due to the size difference between them. The study indicates 
that the viscumin interactsmainly with the hidroxy groups of the galactose moiety. ITC 
is a physical technique for determining the thermodynamic parameters of the chemical 
interactions. It is a constant directly quantitative technique whereby one can measure 
affinity and enthalpy changes the stoichiometry of the interaction between two or more 
molecules in solution. The results indicated that the interaction of the molecules with 
the viscumin is in the µM range. Fluorescence is a technique to analyze the interaction 
between a protein and a ligand. Fluorescence spectrum of the protein as the ligand 
concentration is increased is measured, changes in the spectra give us information 
interaction. As we increase the ligand concentration is a change in the tertiary structure 
of the protein, suggesting that an interaction occurs between glycodendrimers and the 
viscumin. Glycodendrimers that have worked best in their interaction with viscumin 
have been those who have a central core with aromatic groups within. The compounds 
which interact the best with the protein are the trivalent and tetravalent ones, compared 


























Todos los reactivos se obtuvieron de diferentes casas comerciales y se usaron 
directamente sin necesidad de purificación previa: Bio-Rad, Fisher, Fluka, Merck, 
Pierce, Scharlau, SDS, Sigma-Aldrich. 
Los espectros de resonancia magnética nuclear de protón y de carbono se registraron en 
un espectrómetro de 300 MHz Bruker Avance y Bruker Avance II, empleando en ambos 
casos tetrametilsilano como referencia interna. Los desplazamientos químicos se 
asignan en unidades de ppm. El disolvente empleado fue cloroformo deuterado. 
Los espectros de masas se registraron en un espectrómetro BrukerReflex III en una 
matriz sólida de TCNQ por la técnica de MALDI. Los datos obtenidos están expresados 
en unidades de masa. 
Para la cromatografía en capa fina se utilizaron cromatofolios de gel de sílice 
Macherey-Nagel G/UV254. Las cromatografías en columna se realizaron con gel de 
sílice Scharlau 60, 0.04-0.06 nm para columna flash (230-400 mesh), el eluyente se 
indica en cada caso, se emplearon como reveladores, lámpara de ultravioleta/visible 
(UV/vis) de λ = 254 nm, revelador de azúcares: 10% de ácido sulfúrico en metanol y 
calor, revelador de ácido fosfomolíbdico 10% en etanol y calor. 
Las reacciones en microondas se han llevado a cabo en el equipo Biotage Initiator 
Classic 2.5. 
Los estudios de interacción mediante SPR se realizaron en un aparato BIAcore-3000 
(Biacore). Los datos se analizaron empleando BIAEvaluation software versión 4.1, 
2003 (Biacore). Los Chips para inmovilización de ligandos en SPR, surfactantes y el kit 
de unión covalente (amino coupling kit) fueron adquiridos de GE Healthcare, Uppsala, 
Suecia. La cadena B de la lectina de Viscum album (viscumina), fue proporcionada por 
el Prof. Dr. H.J. Gabius. 
Los estudios de STD realizados por el grupo de Prof. Jiménez Barbero se registraron 
mediante un espectrómetro Bruker Avance de 500 y 600 MHz equipados con criosonda. 
Los estudios de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorímetro modular PTI. En 
todos los experimentos se utilizaron cubetas de cuarzo Hellma con una longitud de paso 
de 0.2 cm. Los espectros realizados se han obtenido como promedio de tres 
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acumulaciones. La temperatura de trabajo se mantuvo constante mediante un Peltier 
TLC 50 integrado en el espectrofluorímetro. El análisis de espectros así como la 
adquisición de datos se ha realizado mediante el programa FELIX 32. 
Los experimentos de calorimetría se realizaron empleando un micocalorímetro 
MicroCal iTC 200 de GE Healthcare. 
 
II.2- Síntesis química de glicoconjugados y glicodendrímeros. 
II.2.1- Funcionalización de la lactosa. 
II.2.1.1- Síntesis de O-acetil-lactosa (2). 
 
 
En un matraz se añaden lactosa 1 (10 g, 29.2 mmol) anhídrido acético (27 g, 264 mmol) 
y piridina (2.44 g, 30 mmol) previamente destilada. La reacción se calienta a 100º C  y 
se deja en agitación durantes 12 horas. Se deja enfriar  la reacción y se añade CH2Cl2. 
La fase orgánica  se lava con HCl 2%, una disolución saturada de NaHCO3 y finalmente 
con una disolución saturada de NaCl. Se seca la fase orgánica con MgSO4 anhidro y se 
evapora el disolvente a presión reducida. Se obtiene un sólido de color blanco con un 
rendimiento del 94% que no necesita posterior purificación para ser utilizado en la 
siguiente etapa de reacción. 
II.2.1.2- Síntesis de 1-bromo-hepta-O-acetil-β-lactosa (3). 
 
En una matraz de fondo redondo se adiciona una disolución de 2 (5 g, 2.95 mmol) en 
CH2Cl2 anhidro (5 ml), se añaden, gota a gota, 5 ml de HBr al 30% en ácido acético 
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se sigue mediante TLC, usando como eluyente, una mezcla de CH2Cl2:MeOH (20:1). El 
crudo de reacción se adiciona sobre un baño de agua-hielo en agitación, se deja reposar 
y se observa la formación de dos fases. Se extrae la fase orgánica con CH2Cl2 se lava 
con: agua, NaHCO3  y NaCl. Se seca con MgSO4 anhidro y se evapora el disolvente a 
presión reducida. Se obtiene un sólido blanco con un rendimiento del 69 %.  RMN-1H, 
300 MHz, (CDCl3) δ (ppm):1.96, 2.05, 2.06, 2.07, 2.09, 2.12, 2.15 (s, 7 CH3), 3.86 
(t,J=9.8 Hz, 1H, H-4), 3.88 (m, 1H, H-5´´ ), 4.00 – 4.20 (m, 4H, H-6B, H-5,H-6´´A, H-
6´´B), 4.49(m, 1H, H-6A), 4.52 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-1´), 4.77 (dd, J= 10.0 y 4.1 Hz, 1H, 
H-2), 4.96 (dd, J= 9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3´), 5.12 (dd, J= 9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2´), 5.35 (d, 
J=3.3 Hz), 1H, H-4´), 5.55 (t, J=10 Hz Hz, 1H, H-3), 6.52 (d, J= 4.1 Hz, 1H, H-1). 
RMN-13C, 75,5 MHz, (CDCl3) δ (ppm): 61.02, 61.19, 66.65, 69.07, 69.63, 70.82, 
70.86, 71.00,73.01, 74.95, 86.42 (C-1), 100.89 (C-1´), 169.04 (CO), 169.30 (CO), 
170.04 (CO), 170.13 (CO),1780.21 (CO), 170.25 (CO), 170.41. 












Se disuelve 3 (4 g, 5.71 mmol) en 4.75 ml de 3-cloropropanol anhidro (5.4 g, 57.1 
mmol), se añaden Hg(CN)2 (1.44 g, 5.71 mmol), HgBr2 (205 mg, 0.57 mmol) y se agita 
la mezcla a temperatura ambiente durante 6 horas. Se realiza un seguimiento de la 
reacción mediante TLC, usando como eluyente una mezcla de Hexano:AcOEt (2:3). Se 
disuelve el crudo de reacción en CH2Cl2 y se lava la fase orgánica con NaHCO3  y NaCl. 
Se secó dicha fase con MgSO4 anhidro y se evaporó el disolvente a presión reducida. El 
crudo obtenido se purifica mediante cromatografía flash, utilizando como 
eluyenteHexano:AcOEt (2:3). Se obtiene el producto 4 como un aceite incoloro con un  
rendimiento de 75%. RMN-1H, 300 MHz, (CDCl3) δ (ppm):1.93-2.11 (7 CH3), 1.95 
(m, 2H, H-2), 3.55 (t, J=6.8 Hz, 2H,H-3), 3.60 (t, J=6.8 Hz, 2H, H-1), 3.57 (m, 1H, H-
5´), 3.75 (m, 1H, H-4´), 3.85 (m, 1H, H-5´´), 4.0-4.2 (m, 3H, H-6´B, H-6´´ A, H-6´´ B), 
4.43 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-1´´ ), 4.44 (m, 1H, H-6´A), 4.46 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1´), 4.85 
(dd, J= 9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2´), 4.92 (dd, J=9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3´´ ),5.06 (dd, J=9.8 y 
7.8 Hz, 1H, H-2´´), 5.16 (t, J=9.8 Hz, 1H, H-3´), 5.30 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4´´). RMN-
13C, 75,5 MHz, (CDCl3) δ (ppm): 20.55-20.90 (7 CH3), 32.31 (C-2), 41.36 (C-3), 
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60.29 (C-6´´), 61.95 (C-1´), 66.30 (C-1), 66.60 (C-4´´), 69.03 (C-2´´), 70.58 (C-5´´), 
70.90 (C-3´´), 71.54 (C-2´), 72.57 (C-3´), 72.61 (C-5´), 100.69 (C-1´), 100.95 (C-1´´), 
169.19 (CO), 169.70 (CO), 169.87(CO), 170.14 (CO), 170.24 (CO), 170.43 (CO), 
170.49 (CO). 
II.2.1.4-Síntesis de 1-O-(3-azidopropil)-hepta-O-acetil-β-lactosa (5). 
 
Se disuelve 4 (2 g, 2.8 mmol) en DMF seca (10 ml) y se calienta la disolución a 60º C. 
Una vez disuelto el compuesto 4, se añade NaN3 (270 mg, 4.2 mmol) y se deja en 
agitación 24 horas a 100º C. Se realizó un seguimiento de la reacción mediante TLC 
usando como eluyenteHexano:AcOEt (1:2). Se deja enfriar y se disuelve el crudo en 
acetato de etilo. La fase orgánica se lava con agua y una disolución saturada de NaCl. 
Se seca la fase orgánica con MgSO4 anhidro y se evaporó el disolvente a presión 
reducida. El crudo obtenido se purificó mediante cromatografía flash utilizando como 
eluyenteHexano:AcOEt (1:2). Se obtiene 5 como un sólido blanco con un rendimiento 
36%. RMN-1H, 300 MHz, (CDCl3) δ (ppm):1.73 (m, 2H, H-2), 1.80-2.10 (21 H, 7 
CH3), 3.25 (t, J= 6.4Hz, H-3), 3.47 (m, 1H, H-1B), 3.53 (m, 1H, H-5´), 3.71 (t, J=9.4 
Hz, 1H, H-4´), 3.81 (m, 1H, H 5´´), 3.83 (m, 1H, H-1A), 3.95-4.05 (m, 3H, H-6´B, H-
6´´A, H-6´´B), 4.39 (m, 1H, H-6´A), 4.38 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1´), 4.42 (d, J=7.8 Hz, H-
1´´ ), 4.77 (dd, J=9.4 y 7.8 Hz, 1H, H-2´), 4.87 (dd,J=10.4 y 3.4 Hz, 1H, H-3´´), 4.99 
(dd,J=10.4 y 7.8 Hz, 1H, H-2´´), 5.08 (t, J=9.4 Hz, 1H, H-3´),5.23 (d, J=3.4 Hz, 1H, H-
4´´), RMN-13C, 75,5 MHz, (CDCl3) δ (ppm): 28.94 (C-2), 47.92 (C-3), 60.84 (C-6´´), 
61.95 (C-6´),66.43 (C-1), 66.65 (C-4´´), 69.11 (C-2´´), 70.66 (C-5´´), 70.94 (C-3´´), 
71.62 (C-2´), 72.66 (C-3´),72.74 (C-5´), 76.19 (C-4´), 100.52 (C-1´), 100.99 (C-1´´), 
169.00 (CO), 169.54 (CO), 169.68 (CO),169.96 (CO), 170.07 (CO), 170.28 (2x CO). 
II.2.1.5- Síntesis de 1-O-(2-propen-1-il)-hepta-O-acetil-β-lactosa (6). 
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Se disuelve 3 (4 g, 5.71 mmol) en 4.75 ml de alcohol alílico (5.4 g, 57.1 mmol), se 
añaden Hg(CN)2 (1.44 g, 5.71 mmol), HgBr2 (205 mg, 0.57 mmol) y se agita la mezcla a 
temperatura ambiente durante 6 horas. Se realiza un seguimiento de la reacción 
mediante TLC, usando como eluyente una mezcla de Hexano:AcOEt (2:3). Se disuelve 
el crudo de reacción en CH2Cl2 y se lava la fase orgánica con NaHCO3  y NaCl. Se secó 
dicha fase con MgSO4 anhidro y se evaporó el disolvente a presión reducida. El crudo 
obtenido se purifica mediante cromatografía flash, utilizando como eluyente 
Hexano:AcOEt (2:3). Se obtiene el compuesto 6 como un aceite incoloro con un  
rendimiento de 68%.  RMN-H1, (CDCl3, δ ppm): 1.94-2.12 (7 CH3), 3.57 (m, 1H, H-
5´), 3.78 (t, J= 9.7 Hz, 1H, H-4´), 3.86 (t, J=6.7 Hz, 1H, H-5´´), 4.02 (dd, J= 6.9, 1.3 Hz, 
1H, H-6´´ B), 4.05 (dd, J= 15.0, 0.8 Hz, 1H, H-1B), 4.07 (dd, J= 12.1, 5.6 Hz, 1H, H-
6´B), 4.08 (dd, J=11.9, 2.4 Hz, 1H, H-6´´A), 4.28 (dd, J= 13.2, 4.9 Hz, 1H, H-1A), 4.44 
(d, J= 7.8 Hz, 1H, H-1´´ ), 4.49 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1´), 4.50 (m, 1H, H-6´A), 4.93 (dd, 
J= 9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2´), 4.91 (dd, J=9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3´´ ), 4.93 (dd, J= 9.8 y 7.8 
Hz, 1H, H-2´), 5.11 (dd, J=9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2´´), 5.17 (dd, 1H, J=10.5, 9.2 Hz, 1H, 
H-3B), 5.19 (m, 1H, H-3A), 5.27 (t, J=9.8 Hz, 1H, H-3´), 5.32 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4´´), 
5.81 (m, 1H, H-2). RMN-C13 (CDCl3δ ppm): 21.34-20.97 (7 CH3), 61.19 (C-6´´), 62.39 
(C-6´), 66.98 (C-4´´), 69.45 (C-2´´), 70.45 (C-1), 71.06 (C-5´´), 71.40 (C-3´´), 72.02 (C-
2´), 72.98 (C-3´), 73.21 (C-5´), 76.71(C-4´), 99.68 (C-1´), 101.51 (C-1´´), 118.14 (C-3), 
133.71 (C-2), 169.46-170.76 (7CO). 
II.2.1.6-Síntesis de 1-O-(2-acetaldehido)-hepta-O-acetil-β-lactosa (7). 
 
Disolvemos 6 (1 g, 1.48 mmol) en diclorometano anhidro (50 ml) a -78º C e 
introducimos una corriente de ozono a un flujo constante, mantenemos en agitación 
durante 40 minutos, hasta que la disolución adquiere un tono azulado. A continuación 
quitamos la corriente de ozono e introducimos una corriente de argón durante 5 minutos 
para eliminar los restos de ozono, posteriormente añadimos sulfuro de dimetilo en 
exceso (2mmol). Cuando la solución ha perdido el color azulado dejamos atemperar 
hasta alcanzar la temperatura ambiente y eliminamos el disolvente a vacío, el crudo de 
reacción lo purificamos mediante cromatografía de columna de sílica empleando una 
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fase móvil hexano-acetato de etilo (1:2), obtenemos 7 (0.75g, 75%) como un sólido 
blanco. RMN-H1, (CDCl3, δ ppm): 1.97-2.16 (7 CH3), 3.62 (m, 1H, H-5´), 3.81 (t, J= 
9.7 Hz, 1H, H-4´), 3.87 (t, J=6.7 Hz, 1H, H-5´´), 4.06 (dd, J= 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-6´´ B), 
4.05 (dd, J= 15.0, 0.8 Hz, 1H, H-1B), 4.08 (dd, J= 12.1, 5.6 Hz, 1H, H-6´B), 4.12 (dd, 
J=11.9, 2.4 Hz, 1H, H-6´´A), 4.17 (dd, J= 15.0, 0.8 Hz, 1H, H-2B), 4.26 (dd, J= 15.0, 
0.8 Hz, 1H, H-2A), 4.47 (dd, J=12.0, 2.2 Hz, 1H, H-6´A), 4.49 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-
1´´), 4.55 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1´), 4.96 (dd, J=9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3´´ ),5.00 (dd, J= 9.8 
y 7.8 Hz, 1H, H-2´),  5.11 (dd, J=9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2´´), 5.22 (t, J=9.8 Hz, 1H, H-3´), 
5.35 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4´´), 9.65 (s, 1H, H-1). RMN-C13 (CDCl3,δ ppm): 20.72-20.46 
(7 CH3), 60.70 (C-6´´), 61.58 (C-6´), 66.48 (C-4´´), 68.94 (C-2´´), 70.60 (C-5´´), 70.83 
(C-3´´), 71.10 (C-2´), 72.36 (C-3´), 72.80 (C-5´), 74.21 (C-1), 76.10 (C-4´), 100.70 (C-
1´), 101.00 (C-1´´), 169.03-170.33 (7CO), 200.04 (C-1). 
II.2.1.7-Síntesis de 1-O-2-[1’-(5’-aminonaftil)amino]etil-hepta-O-acetil-β-lactosa 
(8). 
 
A una solución de 7 (500 mg, 0.75 mmol) en DMF anhidra (2 ml) añadimos 1,5-
diaminonaftaleno (585 mg, 3.7 mmol), NaBH3CN (95 mg, 1.5 mmol) y ácido acético 
(20 µL), mantenemos la reacción en agitación en atmósfera inerte a temperatura 
ambiente durante 20 horas. A continuación disolvemos el crudo de reacción en acetato 
de etilo y lavamos con una solución saturada de cloruro sódico y con agua, 
posteriormente secamos la fase orgánica con MgSO4 anhidro, filtramos, rotamos y 
purificamos mediante cromatografía de columna de sílica empleando una fase móvil 
diclorometano-acetona (12:1), obtenemos 8 (430 mg, 70%) como un sólido morado. 
RMN-H1, (CDCl3, δ ppm): 1.80-2.01 (7 CH3), 3.38 (t, J= 6.8 Hz, 1H, H-9), 3.57 (m, 
1H, H-5´), 3.72 (t, J= 9.7 Hz, 1H, H-4´), 3.80 (t, J=6.8 Hz, 1H, H-10), 3.86 (t, J=6.7 Hz, 
1H, H-5´´), 4.01 (dd, J= 12.1, 5.6 Hz, 1H, H-6´B), 4.03 (dd, J= 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-6´´ 
B), 4.07 (dd, J=11.9, 2.4 Hz, 1H, H-6´´A), 4.38 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-1´´), 4.40 (dd, 
J=12.0, 2.2 Hz, 1H, H-6´A), 4.49 (d,J=7.8 Hz, 1H, H-1´), 4.86 (dd, J= 9.8 y 7.8 Hz, 1H, 
H-2´),  4.89 (dd, J=9.8 y 3.3 Hz, 1H, H-3´´ ),5.04 (dd, J=9.8 y 7.8 Hz, 1H, H-2´´), 5.13 
(t, J=9.8 Hz, 1H, H-3´), 5.27 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4´´), 6.52 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-2), 
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6.70 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-6), 7.12 (t, J=7.4 Hz, 1H, H-7), 7.16 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-8), 
7.20 (d, J=7.4 Hz, 1H, H-4), 7.28 (t, J=7.4 Hz, 1H, H-3). RMN-C13 (CDCl3,δ ppm): 
20.96-21.26 (7 CH3), 44.02 (C-9), 61.18 (C-6´´), 62.49 (C-6´), 66.97 (C-4´´),68.77 (C-
10), 69.43 (C-2´´), 71.04 (C-5´´), 71.38 (C-3´´), 72.03 (C-2´), 73.08 (C-3´), 73.18 (C-
5´), 76.71 (C-4´), 100.89 (C-1´), 101.53 (C-1´´), 105.33 (C-2), 110.46 (C-6), 110.84 (C-
7), 111.06 (C-4), 124.64 (C-8a), 124.90 (C-4a), 125.67 (C-8), 125.90 (C-3), 143.07 (C-
5), 143.91 (C-1), 169.56-170.87 (7CO). 
II.2.2- Síntesis de los cores funcionalizados con grupo acetileno. 
II.2.2.1- Procedimiento general de la reacción de Sonogashira: MÉTODO A 
 
A una solución del derivado halogenado (Ar-X), Pd(PPh3)2Cl2 (5%) y una cantidad de 
ioduro cuproso (10%) en trietilamina, recientemente destilada y saturada de argón , se 
añade el derivado acetilénico, gota a gota y con agitación  en atmósfera de argón. La 
mezcla de reacción se transfiere a un reactor de microondas (Biotage Initiator Classic 
2.5) y se calienta a 130º C durante 15 minutos. Después, el crudo de reacción se enfría a 
temperatura ambiente y se elimina la trietilamina a vacío. El crudo de la reacción se 
disuelve en diclorometano y se lava con una solución saturada de cloruro amónico en 
agua y una pequeña cantidad de KCN. Se seca la fase orgánica con MgSO4 anhidro y 
después de filtrar el desecante y eliminar el disolvente, el crudo de reacción se purifica 
por cromatografía en columna de sílica (flash). 
II.2.2.2- Procedimientos generales de desprotección de acetilenos: 
MÉTODO B: desprotección de trimetilsililacetileno. 
 
En un matraz se disuelve el derivado trimetilsililo en una mezcla de disolventes 
THF/metanol  4:1 (v:v)  y se añade el carbonato potásico, dejando la mezcla de reacción 
con agitación a temperatura ambiente durante dos horas. Transcurrido este tiempo, se 
elimina totalmente la mezcla de disolventes a presión reducida, y se añade una 
Materiales y métodos 
71 
 
disolución acuosa de cloruro amónico. Se extrae con diclorometano y la fase orgánica se 
seca con sulfato magnésico anhidro, se filtra el desecante y se evapora el disolvente. El 
crudo de reacción se purifica por cromatografía en columna de sílica (flash).  
MÉTODO C: desprotección del derivado del alcohol propargílico. 
 
En un matraz se añade el derivado del alcohol propargílico disuelto en tolueno seco y se 
añade el hidróxido sódico seco y en polvo. La mezcla se calienta a reflujo durante tres 
horas. Al cabo de este tiempo se deja enfriar, se filtra el NaOH  y, posteriormente, se 
elimina el disolvente a presión reducida. El crudo de reacción se purifica por 
cromatografía en columna de sílica (flash).  
II.2.2.3- Síntesis de 4-yodo-1-trimetilsililetinilbenceno (10). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 1-4-diyodobenceno 9 (6 g, 18.2 mmol), 
Pd(PPh3)2Cl2 (128 mg, 0.18 mmol), trimetilsilisacetileno (1.78 g, 18.2 mmol), una 
cantidad catalítica de ioduro cuproso  y 25 ml de trietilamina en atmósfera inerte, 
después de 12 h de reacción, se obtiene el compuesto 10 (3.01 g, 55%) (Hexano-AcOEt 
3:1). 1H RMN (CDCl3): 7.63 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.17 (d, J=8.6 Hz, 2H), 0.23 (s, 9H).  
II.2.2.4- Síntesis de 1,4-bis(3-hidroxi-2-metil-1-butinil)benceno (11). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 1-4-diyodobenceno 9 (4 g, 12.1 mmol), 
Pd(PPh3)2Cl2 (212 mg, 0.30 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (2.54 g, 30.3 mmol), CuI y 60 
ml de NEt3, se obtiene el compuesto 11 (2.2 g, 75%), como un aceite incoloro (CH2Cl2-
AcOEt 3:1).  1H RMN (CDCl3): 7.35 (s, 4H), 4.53 (s br, 2H), 1.53 (s, 12H).13C RMN 
(CDCl3): 131.6, 123.2, 97.2, 80.6, 64.5, 31.3. 
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II.2.2.5- Síntesis de 1,4-bis(etinil)benceno (12). 
 
Según el MÉTODO C, a partir del compuesto 11 (2 g, 8.25 mmol) en 25 ml de tolueno 
seco y NaOH (28 mg, 0.7 mmol), pulverizado y seco, después de 3 hr a reflujo, se 
obtiene el compuesto 12 (853 mg, 82%), como un sólido blanco (Hexano). 1H RMN 
(CDCl3): 7.42 (s, 4H), 3.15 (s, 2H). 
II.2.2.6- Síntesis de 4-(3-hidroxi-3-metil-1-butinil)-1-yodobenceno (13). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 1-4-diyodobenceno 9 (6 g, 18.2 mmol), 
Pd(PPh3)2Cl2 (127.8 mg, 0.182 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (1.53 g, 18.2 mmol), CuI y 
25 ml de NEt3, se obtiene, después de 12 h a 25º C,  el compuesto 13 (2.47 g, 47%), 
como un sólido blanco (Hexano-AcOEt 2:1). 1H RMN (CDCl3): 7.63 (d, J = 8.1 Hz, 
2H); 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 2H); 1.60 (s, 6H).   
II.2.2.7- Síntesis de 4-trimetilsililetinil-1-(3-hidroxi-3-metil-1-butinil)benceno (14). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 13 (2.47 g, 8.64 mmoles), Pd(PPh3)2Cl2 (611 mg, 
0.86 mmoles), trimetilsilisacetileno(1.018g, 10.5 mmoles), una cantidad catalítica de 
ioduro cuproso  y 25 ml de trietilamina en atmósfera inerte, después de 12 h de 
reacción, se obtiene el compuesto 14 (1.80 g, 81%) (Hexano-AcOEt 5:1). 1H-RMN 
(CDCl3): 7.40 (d, J=8.6 Hz, 2H); 7.33 (d, J=8.6 Hz, 2H; 1.6 (s, 2H); 0.24 (s, 9H). 13C- 
RMN (CDCl3): 131.7, 131.4, 122.8, 122.7, 104.5, 96.0, 95.6,  81.7,  65.5,  31.3 y  0.13. 
II.2.2.8- Síntesis de 4-etinil-1-trimetilsililetinilbenceno (15). 
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Siguiendo el MÉTODO C, a partir del compuesto 14 (1.8 g, 7.0 mmol) en 25 ml de 
tolueno seco y NaOH (28 mg, 0.7 mmol), pulverizado y seco, después de 3 h a reflujo, 
se obtiene el compuesto 15 (1.23 g, 89%), como un sólido amarillo. 1H RMN (CDCl3): 
7.45 (s br, 4H); 3.20 (s, 1H); 0.30 (s, 9H);  13C RMN (CDCl3): 131.8, 131.7, 123.5,   
122.1, 104.3, 96.4, 83.1, 78.9 y  -0.13. 
II.2.2.9- Síntesis de 1,2-bis[4-((trimetilsilil)etinil)-1-fenil]etino (16). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 15 (1.98 g., 10 mmoles), Pd(PPh3)2Cl2 (70.19 mg, 
0.1 mmoles), 10 (2 g, 6.67 mmol), una cantidad catalítica de ioduro cuproso  y 25 ml de 
trietilamina en atmósfera inerte, después de 12 h de reacción, se obtiene el compuesto 
16 (1.65 g, 67%) (Hexano-CH2Cl2 5:1). 1H RMN (CDCl3): 7.44 (s, 4H), 7.43 (s, 4H), 
0.25 (s, 18H), 13C RMN (CDCl3): 132.0, 131.5, 123.2, 123.1, 104.7, 96.5, 91.0, -0.11. 
II.2.2.10- Síntesis de 1,2-bis(4-etinil-1-fenil)etino (17). 
 
Siguiendo el MÉTODO B, a partir de 16 (1g, 2.69 mmol), K2CO3 (7.42 g, 53.8 mmol)  
en la mezcla de disolventes THF/metanol  (4:1) durante 2 h, se obtuvo 14 (530 mg, 
87%), como un sólido blanco (Hexano-acetato de etilo 3:1). 1H RMN (CDCl3): 7.47 (s, 
8H, ArH); 3.17 (s, 2H); 13C RMN (CDCl3): 132.10, 131.49, 123.40, 122.18, 90.76, 
83.20, 79.06.  
II.2.2.11- Síntesis de 1,3,5-tris(3-hidroxi-3-metil-1-butinil)benceno (19). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 1,3,5-tribromobenceno 18 (5 g, 16 mmol), 
Pd(PPh3)2Cl2 (4.49 g, 6.4 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (5.38 g, 64 mmol), CuI y 50 ml 
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de NEt3, se obtiene, después de 12 h a 25º C,  el compuesto 19 (4.15 g, 85%), como un 
aceite amarillento (Hexano-AcOEt 1:1).1H RMN (CDCl3): 7.39 (s, 3H, ArH); 1.56 (s, 
18H); 13C RMN (CDCl3): 137.2, 123.3, 94.9, 80.5, 65.5, 31.4.  
II.2.2.12- Síntesis de 1,3,5-trietinilbenceno (20). 
 
Siguiendo el MÉTODO C, a partir del compuesto 19 (2 g, 6.16 mmol) en 25 ml de 
tolueno seco y NaOH (24.4 mg, 0.61 mmol), pulverizado y seco, después de 5 h a 
reflujo, se obtiene el compuesto 20 (740 g, 82%), como un sólido blanco.1H RMN 
(CDCl3): 7.57 (s, 3H, ArH); 3.15 (s, 3H); 13C RMN (CDCl3): 135.6, 122.9, 81.6, 78.7. 
II.2.2.13- Síntesis de 1,3,5-tris[4-(trimetilsililetinil)fenil]etinilbenceno (21). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 20 (315 mg, 2.1 mmol), Pd(PPh3)2Cl2 (590 mg, 
0.84 mmoles), 10 (2.52 g, 8.4 mmol), una cantidad catalítica de ioduro cuproso  y 45 ml 
de trietilamina en atmósfera inerte, después de 12 h de reacción a 60º C, se obtiene el 
compuesto 21 (90%), como un sólido amarillento (Hexano-CH2Cl2 5:1). 1H RMN 





Materiales y métodos 
75 
 
II.2.2.14- Síntesis de 1,3,5-tris(4-etinilfenil)etinilbenceno (22). 
 
Siguiendo el MÉTODO B, a partir de 21 (280 mg, 0.42 mmol), K2CO3 (1.16 g, 8.4 
mmol)  en la mezcla de disolventes THF/metanol  (4:1) con agitación durante 3 h, se 
obtuvo 22 (140 mg, 74%), como un sólido amarillo (Hexano-acetato de etilo 8:1).1H 
RMN (CDCl3): 7.62 (s, 3H, ArH); 7.50 (s, 12H, ArH), 3.12 (s, 3H). 13C RMN (CDCl3): 
135.42, 135.28, 131.84, 123.85, 123.16, 81.89, 78.76. 
II.2.2.15- Síntesis de 5-bromo-1,3-bis( 3-hidroxi-3-metil-1-butinil)benceno (23). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 1,3,5-tribromobenceno 18 (4 g, 12.74 mmol), 
Pd(PPh3)2Cl2 (1.78 g, 2.54 mmol), 2-metil-3-butin-2-ol (2.13 g, 25.4 mmol), CuI y 25 
ml de NEt3, se obtiene, después de 18 h a 25º C,  el compuesto 23 (2.57 g, 63%), como 







Materiales y métodos 
76 
 
II.2.2.16- Síntesis de 1,4-bis[3,5-bis(3-hidroxi-3-metil-1-butinil)feniletinil]benceno 
(24). 
 
Siguiendo el MÉTODO A, a partir de 23 (2.44 g, 7.59 mmol), Pd(PPh3)2Cl2 (533 mg, 
0.76 mmoles), 12 (319 mg, 2.53 mmol), una cantidad catalítica de ioduro cuproso  y 10 
ml de trietilamina en atmósfera inerte, después de 12 h de reacción a 60º C, se obtiene el 
compuesto 24 (600 mg, 40%), como un aceite amarillento (Hexano-AcOEt 1:2). RMN-
H1: 7.61 (s, 2H), 7.57 (s, 4H), 7.32 (s, 4H). 
II.2.2.17- Síntesis de 1,4-bis[3,5-bis(etinil)feniletinil]benceno (25). 
 
Siguiendo el MÉTODO C, a partir del compuesto 24 (500 mg, 0.82 mmol) en 15 ml de 
tolueno seco y NaOH (13.2 mg, 0.34 mmol), pulverizado y seco, después de 3 h a 
reflujo, se obtiene el compuesto 25 (193 g, 63%), como un sólido amarillo (Hexano-
AcOEt 20:1).  RMN-H1: 7.61 (s, 4H), 7.56 (s, 2H), 7.49 (s, 4H), 3.09 (s, 4H). 13C RMN 
(CDCl3): 135.27, 135.13, 131.69, 123.81, 123.00, 90.32, 89.41, 81.73, 78.60. 
II.2.2.18- Síntesis de 3,5-bis(2-propin-1-oxi)-benzoato de metilo (27). 
 
Se disuelve 3,5-dihidroxibenzoato de metilo (26) (5 g, 30.45 mmol) en DMF (10 ml), se 
añade K2CO3 (10.5 g, 76 mmol) y se agita durante 30 minutos. A continuación se añade 
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bromuro de propargilo (10.9 g, 91.5 mmol) manteniendo la agitación 12 h. Una vez 
finalizada la reacción, se disuelve el crudo de reacción en acetato de etilo y se lava con 
una solución acuosa saturada de NaCl, seguidamente se seca la fase orgánica con 
MgSO4 anhidro, se filtra el desecante y se elimina el disolvente a presión reducida. Se 
purifica el compuesto por cromatografía en columna de sílica (flash), utilizando como 
fase móvil una mezcla de hexano-acetato de etilo (5:1). Se obtienen 5.95 g (80%) del 
compuesto 27, como un sólido blanco. RMN-H1 (300 MHz, CDCl3, δ ppm): 7.29 (d, 
J=2.4 Hz, 2H), 6.82 (t, J=2.4 Hz, 1H), 4.73 (d, J=2.4 Hz, 4H), 3.91 (s, 3H), 2.55 (t, 
J=2.4 Hz, 2H). 
II.2.2.19- Síntesis de 3,5-bis(2-propin-1-oxi)-benzil alcohol (28). 
 
A una suspensión de hidruro de litio y aluminio (165 mg, 4.34 mmol) en THF seco y a 
0° C, se añade, gota a gota, una solución de 27 (530 mg 2.17 mmol) disuelto en THF 
seco. Tras la adición, se deja que la reacción alcance la temperatura ambiente y se agita 
durante 12 h. A continuación, el exceso de hidruro de litio y aluminio se neutraliza con 
una solución acuosa de HCl al 2%. Seguidamente, se elimina el THF a presión reducida 
y extraemos el crudo de reacción con éter etílico. Se lava la fase orgánica con una 
solución saturada de NaCl, se seca la fase orgánica con MgSO4 anhidro, se filtra el 
desecante, y se elimina el disolvente a presión reducida. El compuesto final se purifica 
por cromatografía en columna de sílica (flash) utilizando como eluyente una mezcla de 
hexano-acetato de etilo (2:1). Se obtiene el compuesto 28 (450 mg, 96%) como un 
sólido blanco. RMN-H1 (300 MHz, CDCl3, δ ppm): 6.61 (d, J=2.4 Hz, 2H), 6.53 (t, 
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II.2.2.20- Síntesis de 3,5-bis[3,5-bis(2-propin-1-oxi)-benziloxi]-benzoato de metilo 
(29). 
 
A una solución de 3,5-dihidroxibenzoato de metilo (400 mg, 1.84 mmol) a 0°C en THF 
anhidro, se añaden 28 (144 mg, 0.87 mmol) y trifenilfosfina (482 mg, 1.84 mmol). A 
continuación se añade, gota a gota, una solución de azodicarboxilato de dietilo (320 mg, 
1.84 mmol) (DEAD) en THF seco. Se deja que la reacción alcance la temperatura 
ambiente y se mantiene la agitación durante una hora. A continuación, se  calienta la 
reacción hasta 60°C y se mantiene la agitación durante 12 h. Seguidamente, se  elimina 
el disolvente a presión reducida y el crudo obtenido se purifica por cromatografía en 
columna de sílica utilizando como fase móvil una mezcla de hexano-acetato de etilo 
(7:1). Se obtiene el compuesto 29 (462 mg, 93%), como un sólido blanco. RMN-H1 
(300 MHz, CDCl3, δ ppm): 7.26 (d, J=2.4 Hz, 2H), 6.25 (t, J=2.4 Hz, 1H), 6.66 (d, 
J=2.4 Hz, 4H), 6.56 (t, J=2.4 Hz, 2H), 5.02 (s, 4H), 4.67 (d, J=2.4 Hz, 8H), 3.91 (s, 3H), 
2.52 (t, J=2.4 Hz, 4H). 
II.2.2.21- Síntesis de 1,3,5-tris(2-propin-1-oxi)-benceno (31). 
 
Se disuelve el floroglucinol (30) (2g, 15.8 mmol) en DMF (15 ml), se añade K2CO3 
(13.4 g, 95.1 mmol) y se agita la disolución durante media hora. A continuación se 
añade bromuro de propargilo (11.31 g, 95.1 mmol), gota a gota, y se calienta la mezcla 
de reacción a 60° C durante 40 h con agitación. Una vez finalizada la reacción, se 
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disuelve el crudo de reacción en acetato de etilo y se lava con una solución acuosa 
saturada de NaCl, seguidamente se seca la fase orgánica con MgSO4 anhidro, se filtra el 
desecante y se elimina el disolvente a presión reducida. El compuesto final se purifica 
por cromatografía en columna de sílica (flash) utilizando, como fase móvil, una mezcla 
de hexano-acetato de etilo (4:1). Se obtiene el compuesto 31 (2.43 g, 64%), como un 
sólido amarillento. 1H NMR (300 MHz, CDCl3, δ ppm): 6.26 (s, 3H), 4.64 (d, J=2.4 Hz, 
6H), 2.51 (t, J=2.4 Hz, 3H). 
II.2.3- Síntesis de los cores funcionalizados con cloruros de ácido. 
II.2.3.1- Síntesis de 33. 
 
A una solución de 1,4-butanodiol (32) (1 g, 11 mmol) en 1,4-dioxano (3.18 ml) y agua 
(0.16 ml) a 0º C añadimos acrilonitrilo (1.47 g, 27.5 mmol) y una solución de KOH al 
40% en agua (50 mg, 0.88 mmol), tras una hora en agitación a 0º C lo dejamos agitando 
a temperatura ambiente overnight. A continuación eliminamos el disolvente a presión 
reducida, añadimos CH2Cl2 al crudo de reacción y lavamos con agua. La fase orgánica 
la secamos con MgSO4 anhidro, evaporamos el disolvente al rotavapor y purificamos 
mediante cromatografía de columna de sílica empleando una fase móvil hexano-acetato 
de etilo (1:1), obtenemos 33 (1.51 g, 70%) como un aceite incoloro. RMN-H1 (CDCl3, δ 
ppm): 1.62 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-5), 2.54 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-2), 3.46 (t, J= 6.1 Hz, 4H, 
H-4), 3.58 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-3). RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 18.83 (C-5), 26.10 (C-2), 
65.18 (C-4), 70.90 (C-3), 118.02 (C-1). 
II.2.3.2- Síntesis de 34. 
 
Disolvemos 33 (500  mg, 2.55 mmol) en una solución de HCl acuoso al 37% (2 ml) y lo 
dejamos en agitación a 50º C durante 24 horas, después lo dejamos en agitación a 
temperatura ambiente durante 48 horas más. A continuación el crudo de reacción lo 
disolvemos en acetato de etilo y lo lavamos con agua, la fase orgánica la secamos con 
MgSO4 anhidro y evaporamos el disolvente a presión reducida. Obtenemos 34 (525 mg, 
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88%) como un aceite amarillento. RMN-H1 (CDCl3, δ ppm): 1.59 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-
5), 2.59 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-2), 3.44 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-4), 3.67 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-
3), 10.69 (s, 2H, OH).  RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 26.14 (C-5), 35.00 (C-2), 65.82 (C-
4), 70.91 (C-3), 177.30 (C-1). 
II.2.3.3- Síntesis de 35. 
 
Disolvemos 34 (500 mg, 2.27 mmol) en un exceso de cloruro de oxalilo a 0º C y lo 
mantenemos en agitación durante 1 hora, a continuación lo dejamos agitando a 
temperatura ambiente durante 2 horas más. Eliminamos a presión reducida el exceso de 
cloruro de oxalilo y obtenemos 35 con rendimiento cuantitativo como un aceite marrón. 
RMN-H1 (CDCl3, δ ppm): 1.59 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-5), 3.08 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-2), 
3.44 (t, J= 6.1 Hz, 4H, H-4), 3.71 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-3).  RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 
26.17 (C-5), 47.44 (C-2), 65.36 (C-4), 71.06 (C-3), 172.04 (C-1). 
II.2.3.4- Síntesis de 37. 
 
A una solución de 1,1,1-Tris(hidroximetil)etano (36) (1 g, 8.3 mmol) en 1,4-dioxano 
(3.18 ml) y agua (0.16 ml) a 0º C añadimos acrilonitrilo (1.54 g, 29.1 mmol) y una 
solución de KOH al 40% en agua (37 mg, 0.67 mmol), tras una hora en agitación a 0º C 
lo dejamos agitando a temperatura ambiente overnight. A continuación eliminamos el 
disolvente a presión reducida, añadimos CH2Cl2 al crudo de reacción y lavamos con 
agua. La fase orgánica la secamos con MgSO4 anhidro, evaporamos el disolvente al 
rotavapor y purificamos mediante cromatografía de columna de sílica empleando una 
fase móvil diclorometano-acetato de etilo (10:1), obtenemos 37 (1.9 g, 82%) como un 
aceite incoloro. RMN-H1 (CDCl3, δ ppm): 0.88 (s, 3H, H-6), 2.51 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-
2), 3.27 (s, 6H, H-4), 3.55 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-3). RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 17.03 (C-
6), 18.51 (C-2), 40.73 (C-5), 65.52 (C-4), 72.74 (C-3), 118.05 (C-1). 
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II.2.3.5- Síntesis de 38. 
 
Disolvemos 37 (500 mg, 1.79 mmol) en una solución de HCl acuoso al 37% (2 ml) y lo 
dejamos en agitación a 50º C durante 24 horas, después lo dejamos en agitación 
atemperatura ambiente durante 48 horas más. A continuación el crudo de reacción lo 
disolvemos en acetato de etilo y lo lavamos con agua, la fase orgánica la secamos con 
MgSO4 anhidro y evaporamos el disolvente a presión reducida. Obtenemos 38 (469 mg, 
78%) como un aceite incoloro. RMN-H1 (CDCl3, δ ppm): 0.84 (s, 3H, H-6), 2.56 (t, J= 
6.4 Hz, 6H, H-2), 3.24 (s, 6H, H-4), 3.63 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-3), 10.71 (s, 3H, OH). 
RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 17.14 (C-6), 34.85 (C-2), 40.78 (C-5), 66.48 (C-4), 73.41 
(C-3), 177.40 (C-1). 
II.2.3.6- Síntesis de 39. 
 
Disolvemos 38 (250 mg, 0.74 mmol) en un exceso de cloruro de oxalilo a 0º C y lo 
mantenemos en agitación durante 1 hora, a continuación lo dejamos agitando a 
temperatura ambiente durante 2 horas más. Eliminamos a presión reducida el exceso de 
cloruro de oxalilo y obtenemos 39 con rendimiento cuantitativo como un aceite 
amarillo. RMN-H1 (CDCl3, δ ppm): 0.86 (s, 3H, H-6), 3.06 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-2), 3.26 
(s, 6H, H-4), 3.69 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-3). RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 17.19 (C-6), 40.88 
(C-5), 47.26 (C-2), 65.96 (C-4), 73.29 (C-3), 171.89 (C-1). 
II.2.3.7-Síntesis de 41. 
 
A una solución de pentaeritritol (40) (1,77 g, 13 mmol) en 1,4-dioxano (3.18 ml) y agua 
(0.16 ml) a 0º C añadimos acrilonitrilo (2.36 g, 44.5 mmol) y una solución de KOH al 
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40% en agua (56 mg, 1 mmol), tras una hora en agitación a 0º C lo dejamos agitando a 
temperatura ambiente overnight. A continuación eliminamos el disolvente a presión 
reducida, añadimos CH2Cl2 al crudo de reacción y lavamos con agua. La fase orgánica 
la secamos con MgSO4 anhidro, evaporamos el disolvente al rotavapor y purificamos 
mediante cromatografía de columna de sílica empleando una fase móvil hexano-acetato 
de etilo (1:1), obtenemos 41 (4.92 g, 77%) como un aceite incoloro. RMN-H1 (CDCl3, δ 
ppm): 2.60 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-2), 3.48 (s, 8H, H-4), 3.67 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-3). 
RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 18.04 (C-2), 45.03 (C-5), 65.57 (C-4), 68.29 (C-3), 119.16 
(C-1). 
II.2.3.8- Síntesis de 42. 
 
Disolvemos 41 (1,35 g, 2.75 mmol) en una solución de HCl acuoso al 37% (2 ml) y lo 
dejamos en agitación a 50º C durante 24 horas, después lo dejamos en agitación a 
temperatura ambiente durante 48 horas más. A continuación el crudo de reacción lo 
disolvemos en acetato de etilo y lo lavamos con agua, la fase orgánica la secamos con 
MgSO4 anhidro y evaporamos el disolvente a presión reducida. Obtenemos 42 (992 mg, 
85%) como un aceite amarillento. RMN-H1 (DMSO-d6, δ ppm): 2.44 (t, J= 6.4 Hz, 8H, 
H-2), 3.31 (s, 8H, H-4), 3.58 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-3). RMN-C13 (DMSO-d6, δ ppm): 
34.84 (C-2), 45.89 (C-5), 66.92 (C-4), 73.07 (C-3), 174.15 (C-1). 
II.2.3.9- Síntesis de 43. 
 
Disolvemos 42 (962 mg, 2.27 mmol) en un exceso de cloruro de oxalilo a 0º C y lo 
mantenemos en agitación durante 1 hora, a continuación lo dejamos agitando a 
temperatura ambiente durante 2 horas más. Eliminamos a presión reducida el exceso de 
cloruro de oxalilo y obtenemos 43 con rendimiento cuantitativo como un aceite verdoso. 
RMN-H1 (CDCl3, δ ppm): 3.02 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-2), 3.27 (s, 8H, H-4), 3.72 (t, J= 6.4 
Hz, 8H, H-3). RMN-C13 (CDCl3, δ ppm): 45.93 (C-5), 47.20 (C-2), 67.41 (C-4), 73.02 
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(C-3), 171.92 (C-1). Los datos espectroscópicos concuerdan con los publicados en la 
literatura.211 
II.2.4- Síntesis de los glicodendrímeros por cicloadición 1,3 dipolar. 
II.2.4.1- Procedimiento general: reacción de cicloadición 1,3-dipolar. 
 
MÉTODO D. El derivado acetilénico terminal se disuelve en una mezcla de DMF-H2O 
(4:1) y se agita a 50º C hasta su completa disolución. A continuación se añade 
CuSO4.5H2O y ascorbato sódico, manteniendo la agitación hasta la completa disolución 
de las sales. Finalmente, se añade el derivado del disacárido 5, disuelto en DMF-H2O, y 
la mezcla de reacción se sella en un vial y se introduce en el microondas, se agita 
durante 4 minutos y se deja reaccionar durante 20 minutos a 80º C, 2 bares de presión y 
80 W.  El crudo de la reacción se disuelve en acetato de etilo y se lava, varias veces, con 
una disolución de EDTA en agua y una disolución saturada de NaCl. A continuación se 
seca la fase orgánica sobre MgSO4 anhidro, se filtra y se elimina el disolvente a presión 
reducida. Se purifica el compuesto final por columna de sílica. 
II.2.4.2-Síntesis del compuesto 44. 
 
Siguiendo el MÉTODO D, a partir de 17 (62 mg, 0.28 mmol), CuSO4.5H2O (7 mg, 
0.028 mmol), ascorbato sódico (11 mg, 0.056 mmol) y 5 (600 mg, 0,84 mmol), en 2 ml 
de DMF-H2O (4:1) a 50º C durante 12 h, se obtiene el compuesto 44 (360 mg, 77%), 
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II.2.4.3- Síntesis del compuesto 46. 
 
Siguiendo el MÉTODO D, a partir de 22 (89 mg, 0.20 mmol), CuSO4.5H2O (7 mg, 
0.028 mmol), ascorbato sódico (11 mg, 0.056 mmol) y 5 (650 mg, 0,9 mmol), en 2 ml 
de DMF-H2O (4:1) a 50º C durante 12 h, se obtiene el compuesto 46 (391 mg, 75%), 
como un sólido amarillento (AcOEt-Etanol 50:1). Datos RMN (ver Tabla 2). 
II.2.4.4- Síntesis del compuesto 48. 
 
Siguiendo el MÉTODO D, a partir de 25 (67 mg, 0.18 mmol), CuSO4.5H2O (9 mg, 
0.036 mmol), ascorbato sódico (14 mg, 0.072 mmol) y 5 (776 mg, 1.08 mmol), en 2 ml 
de DMF-H2O (4:1) a 50º C durante 12 h, se obtiene el compuesto 48 (398 mg, 68%), 
como un sólido amarillo (AcOEt-Etanol 50:1). Datos RMN (ver Tabla 3). 
II.2.4.6- Síntesis del compuesto 50. 
 
Siguiendo el MÉTODO D, a partir de 27 (68 mg, 0.28 mmol), CuSO4.5H2O (7 mg, 
0.028 mmol), ascorbato sódico (11 mg, 0.056 mmol) y 5 (600 mg, 0.84 mmol), en 2 ml 
de DMF-H2O (4:1) a 50º C durante 12 h, se obtiene el compuesto 50 (386 mg, 82%), 
como un sólido blanco (AcOEt-Etanol 25:1). Datos RMN (ver Tabla 4). 
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II.2.4.7- Síntesis del compuesto 52. 
 
Siguiendo el MÉTODO D, a partir de 31 (60 mg, 0.26 mmol), CuSO4.5H2O (9 mg, 
0.036 mmol), ascorbato sódico (15 mg, 0.078 mmol) y 5 (840 mg, 1.17 mmol), en 2 ml 
de DMF-H2O (4:1) a 50º C durante 12 h, se obtiene el compuesto 52 (493 mg, 79 %), 
como un sólido blanco (AcOEt-Etanol 25:1). Datos RMN (ver Tabla 5). 
II.2.4.8- Síntesis del compuesto 54. 
 
Siguiendo el MÉTODO D, a partir de 29 (87 mg, 0.15 mmol), CuSO4.5H2O (7 mg, 0.03 
mmol), ascorbato sódico (12 mg, 0.06 mmol) y 5 (650 mg, 0.9 mmol), en 2 ml de DMF-
H2O (4:1) a 50º C durante 12 h, se obtiene el compuesto 54 (377 mg, 79 %), como un 
sólido blanco (AcOEt-Etanol 25:1). Datos RMN (ver Tabla 6). 
II.2.4.9- Procedimiento general: desprotección de los grupos acetilo. 
MÉTODO E: Se disuelve el derivado acetilado en metanol anhidro y, a continuación, 
se adiciona, gota a gota, una disolución de metóxido sódico (0.5 M) en metanol anhidro,  
se agita a temperatura ambiente y se sigue la reacción por TLC. Se ajusta el pH con 
amberlita ácida, se filtra la resina, y se elimina el metanol a presión reducida.  
II.2.4.10-Síntesis de los compuestos 45, 47,49, 51, 53 y 55.  
Siguiendo la MÉTODO E, se obtienen cuantitativamente los compuestos 45, 47, 49, 51, 
53 y 55 sin necesidad de posterior purificación. 45: RMN (ver Tabla 1), MALDI 
C48H64N6O22 [M + Na]+ 1099.5; 47: RMN (ver Tabla 2), MALDI C81H99N9O33 [M + 
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Na]+ 1748.8; 49: RMN (ver Tabla 3), MALDI C90H122N12O44 [M + Na]+ 2097.8; 51: 
RMN (ver Tabla 4), MALDI C44H66N6O26 [M + Na]+ 1117.5; 53: RMN (ver Tabla 5), 
MALDI C60H93N9O36 [M + Na]+ 1538.6; 55: RMN (ver Tabla 6), MALDI 
C94H136N12O52 [M + Na]+ 2287.8 
II.2.5- Síntesis de glicodendrímeros por reacción de amidación. 
II.2.5.1- Procedimiento general: reacción de amidación. 
MÉTODO F: El derivado acetilado de lactosa con el grupo diaminonaftaleno se 
disuelve junto con trietilamina, recientemente destilada, en THF anhidro bajo atmósfera 
inerte, en presencia de tamiz molecular, y se agita a 0º C hasta su completa disolución. 
A continuación se añade gota a gota el cloruro de ácido correspondiente disuelto en 
THF anhidro, una vez añadido todo el cloruro de ácido se mantiene la reacción en 
agitación a 0º C durante una hora. Finalmente se deja alcanzar RT y se mantiene la 
agitación durante 48 horas. 
II.2.5.2- Síntesis del compuesto 56. 
 
Siguiendo el MÉTODO F, a partir de 35 (400 mg, 0.48 mmol), trietilamina (196 mg, 
1.92 mmol), y 8 (52 mg, 0.19 mmol), en 2 ml de THF anhidro, se obtiene el compuesto 
56 (168 mg, 48%), como un sólido marrón (CH2Cl2-Acetona 2:1). RMN-1H, 300 MHz, 
(CDCl3) δ (ppm):1.82 (m, 4H, H-13), 2.05-2.25 (14 CH3), 2.72 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H-10), 
3.45 (m, 4H, H-14), 3.60 (t, J=6.4 Hz, 4H, H-12), 3.67 (ddd, J= 9.4, 5.9, 2.0 Hz,2H, H-
5´), 3.78 (t, J=6.4 Hz, 4H, H-11), 3.80 (t, J= 9.4 Hz, 2H, H-4´), 3.85 (t br, J= 7.0 Hz, 
2H, H-5´´ ), 4.03 (m, 2H, H-15A), 4.05 (m, 2H, H-6´´A ), 4.10 (dd, J= 12.0 y 3.0 Hz, 
2H, H-6´A), 4.15 (m, 2H, H-6´´B), 4.20 (m, 2H, H-15B), 4.49 (d, J=7.9 Hz, 2H, H-1´´), 
4.50 (dd, J= 12.0 y 2.0 Hz, 2H, H-6´B), 4.60 (d, J=7.9 Hz, H-1´ ), 4.95 (dd, J= 9.4 y 7.8 
Hz, 2H, H-2´), 4.98 (dd, J= 9.4 y 3.4 Hz, 2H, H-3´´ ), 5.13 (dd, J= 9.4 y 7.9 Hz, 2H, H-
2´´ ), 5.20(t, J= 9.4 Hz, 2H, H-3´), 5.37 (d, J= 3.4 Hz, 2H, H-4´´ ), 6.60 (d, J= 7.7 Hz, 
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2H, H-6), 7.25 (d, J= 7.7 Hz, 2H, H-8), 7.34 (d, J= 7.7 Hz, 2H, H-4), 7.41 (t, J= 7.7 Hz, 
2H, H-7), 7.61 (t, J= 7.7 Hz, 2H, H-3), 8.09 (d, J= 7.7 Hz, H-2). 
II.2.5.3- Síntesis del compuesto 58. 
 
Siguiendo el MÉTODO F, a partir de 39 (476 mg, 0.56 mmol), trietilamina (152 mg, 
1.52 mmol), y 8 (60 mg, 0.15 mmol), en 2 ml de THF anhidro, se obtiene el compuesto 
58 (181 mg, 44%), como un sólido marrón (AcOEt-Etanol 25:1). RMN-1H, 300 MHz, 
(CDCl3) δ (ppm): 1.22 (s, 3H, H-14), 2.05-2.25 (21 CH3), 2.70 (t, J= 6.4 Hz, 6H, H-10), 
3.46 (m, 6H, H-15), 3.51 (s, 6H, H-12), 3.65 (ddd, J= 9.4, 5.9, 2.0 Hz,3H, H-5´), 3.79 (t, 
J=6.4 Hz, 6H, H-11), 3.81 (t, J= 9.4 Hz, 3H, H-4´), 3.87 (t br, J= 7.0 Hz, 3H, H-5´´ ), 
3.93 (m, 3H, H-16A), 4.05 (m, 3H, H-6´´A ), 4.10 (dd, J= 12.0 y 3.0 Hz, 3H, H-6´A), 
4.13 (m, 3H, H-16B), 4.15 (m, 3H, H-6´´B), 4.48 (d, J=7.9 Hz, 3H, H-1´´), 4.49 (dd, J= 
12.0 y 2.0 Hz, 3H, H-6´B), 4.59 (d, J=7.9 Hz, 3H, H-1´ ), 4.95 (dd, J= 9.4 y 7.8 Hz, 3H, 
H-2´), 4.96 (dd, J= 9.4 y 3.4 Hz, 3H, H-3´´ ), 5.11 (dd, J= 9.4 y 7.9 Hz, 3H, H-2´´ ), 
5.21(t, J= 9.4 Hz, 3H, H-3´), 5.35 (d, J= 3.4 Hz, 3H, H-4´´ ), 6.61 (d, J= 7.7 Hz, 3H, H-
6), 7.28 (d, J= 7.7 Hz, 3H, H-8), 7.34 (d, J= 7.7 Hz, 3H, H-4), 7.35 (t, J= 7.7 Hz, 3H, H-
7), 7.62 (t, J= 7.7 Hz, 3H, H-3), 8.11 (d, J= 7.7 Hz, 3H, H-2). 
II.2.5.4- Síntesis del compuesto 60. 
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Siguiendo el MÉTODO F, a partir de 43 (300 mg, 0.36 mmol), trietilamina (70 mg, 0.7 
mmol), y 8 (35 mg, 0.07 mmol), en 2 ml de THF anhidro, se obtiene el compuesto 60 
(107 mg, 42%), como un sólido marrón (AcOEt-Etanol 25:1). RMN-1H, 300 MHz, 
(CDCl3) δ (ppm): 2.05-2.25 ( 28 CH3), 2.65 (t, J= 6.4 Hz, 8H, H-10), 3.49 (s, 8H, H-12), 
3.56 (m, 8H, H-14), 3.59 (ddd, J= 9.4, 5.9, 2.0 Hz, 4H, H-5´), 3.76 (t, J=6.4 Hz, 8H, H-
11), 3.80 (t, J= 9.4 Hz, 4H, H-4´), 3.88 (t br, J= 7.0 Hz, 4H, H-5´´ ), 3.95(m, 4H, H-
15A), 4.08 (m, 4H, H-6´´A ), 4.10 (dd, J= 12.0 y 3.0 Hz, 4H, H-6´A), 4.12 (m, 4H, H-
6´´B), 4.14 (m, 4H, H-15B), 4.45 (d, J=7.9 Hz, 4H, H-1´´), B), 4.50 (d, J=7.9 Hz, 4H, 
H-1´)4.52 (dd, J= 12.0 y 2.0 Hz, 4H, H-6´), 4.90 (dd, J= 9.4 y 7.8 Hz, 4H, H-2´), 4.96 
(dd, J= 9.4 y 3.4 Hz, 4H, H-3´´ ), 5.10 (dd, J= 9.4 y 7.9 Hz, 4H, H-2´´ ), 5.18(t, J= 9.4 
Hz, 4H, H-3´), 5.34 (d, J= 3.4 Hz, 4H, H-4´´ ), 6.63 (d, J= 7.7 Hz, 4H, H-6), 7.30 (d, J= 
7.7 Hz, 4H, H-8), 7.35 (d, J= 7.7 Hz, 4H, H-4), 7.37 (t, J= 7.7 Hz, 4H, H-7), 7.65 (t, J= 
7.7 Hz, 4H, H-3), 8.12 (d, J= 7.7 Hz, 4H, H-2). 
II.2.5.5- Procedimiento general: desprotección de los grupos acetilo. 
MÉTODO G: Se disuelve el derivado acetilado en una mezcla de CH2Cl2-metanol 2:1 
y, a continuación, se adiciona, gota a gota, una disolución de metóxido sódico (0.5 M) 
en metanol anhidro,  se agita a temperatura ambiente y se sigue la reacción por TLC. Se 
elimina el disolvente a presión reducida y el sólido se lava con éter dietílico y CH2Cl2. 
II.2.5.6- Síntesis de los compuestos 57, 59 y 61. 
Siguiendo el MÉTODO G, se obtienen cuantitativamente los compuestos sin necesidad 
de posterior purificación. 57 (99 mg, 92%), RMN (ver Tabla 7), MALDI C58H82N4O26 
[M + Na]+ 1273.5134, calculado 1273.5109; 59 (101 mg, 97%), RMN (ver Tabla 8), 
MALDI C86H120N6O39 [M + Na]+ 1883.7428, calculado 1883.7483  y 61 (63 mg, 93%), 
RMN (ver Tabla 9), MALDI C113H156N8O52 [M + Na]+ 2479.5243, calculado 
2479.5298. 
 
II.3- Resonancia de Plasmón Superficial (SPR). 
Para los estudios de SPR se emplearon diferentes chips comerciales de BIAcore, los 
cuales constan de una carcasa de plástico en la cual se dispone una superficie de oro que 
puede estar funcionalizada de diferentes formas. 
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En nuestros estudios hemos empleado el chip denominado CM5. Este chip contiene una 
superficie de oro funcionalizada con una matriz de dextrano de 100 nm. Esta matriz está 
funcionalizada con grupos carboxilo lo cual permite la inmovilización covalente 
mediante distintos métodos químicos. De ellos, el tipo de enlace más ampliamente 
utilizado es la formación de un enlace amida entre los grupos carboxilo del chip y los 
grupos amino de la molécula a inmovilizar. 
Cuando el chip se introduce en el equipo, se definen 4 canales (Fc1, Fc2, Fc3 y Fc4) por 
los que se puede fluir la muestra simultánea o individualmente. En todos los casos, uno 
de los canales se deja siempre como control negativo para restar las interacciones 
inespecíficas debidas a la matriz, y en los otros se inmoviliza una de las moléculas que 
queremos estudiar. Esta molécula que se inmoviliza recibe el nombre de ligando. En 
nuestro caso, llevamos a cabo dos aproximaciones diferentes, primero, inmovilizamos el 
glicoconjugado sobre la superficie del chip (ligando) y fluimos posteriormente la lectina 
(analito) sobre la misma para estudiar la interacción. Otra aproximación es la unión de 
la lectina a la superficie del biosensor (ligando) y a continuación fluir el 
glicodendrímero (analito) para observar su interacción con la proteína. 
La respuesta se monitoriza mediante la unidad de respuesta (RU) que es una unidad 
arbitraria directamente proporcional a la masa que se une a la superficie de oro. De este 
modo, todo incremento de RU en la señal implicará una unión de la biomolécula con la 
superficie. De este modo se puede monitorizar a tiempo real fenómenos de 
inmovilización del ligando y la interacción analito-ligando. Todos los datos se 
evaluaron mediante el programa BIAEvaluation (version 4.1, Biacore). Dependiendo de 
la interacción se pueden obtener datos cinéticos y de afinidad mediante el ajuste a 
diferentes modelos matemáticos que corresponden a diferentes comportamientos 
biológicos. 
II.3.1. Método general de preconcentración sobre la superficie del chip. 
Los diferentes chips empleados en los experimentos de SPR tienen un grado de 
funcionalización de grupos carboxilo en su superficie que varía de unos a otros, ésta 
característica hace que su superficie tenga una determinada carga electrostática. Al fluir 
una molécula sobre la superficie para inmovilizarla, tenemos que considerar que en 
función del pH del tampón en que está disuelta variará su carga electrostática, y si la 
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molécula y la superficie están cargadas con el mismo signo se producirá un efecto de 
repulsión que impedirá una correcta inmovilización. 
Para estudiar este fenómeno se realiza la preconcentración, ésta consiste en la inyección 
en la superficie del chip sobre el que vamos a inmovilizar nuestro ligando de varias 
disoluciones de éste, disueltas en tampón acetato a diferentes pH. Al hacer esto la 
solución que presente una mayor señal en RU será la que mejor atracción electrostática 
tiene por la superficie y la que deberemos emplear para la inmovilización. 
II.3.2. Método general de activación del chip. 
Para llevar a cabo la activación de los grupos carboxilo de la superficie del biosensor los 
reactivos utilizados fueron: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisulfosuccinimida (NHS). El protocolo de activación consistió en la inyección de 
35 µL de una mezcla de EDC (0,2 M) y NHS (0,05 M), a 5 µl/min de flujo, temperatura 
constante de 25 ºC y empleando como tampón de trabajo 10 mM HEPES, pH 7,4, 150 
mM NaCl, 0,005 % de tensioactivo P20 (HBSP). Tras este procedimiento general de 
activación la superficie queda lista para inmovilizar el ligando. 
II.3.3. Método general de bloqueo de grupos activados del chip. 
Después del proceso de inmovilización de los ligandos en el chip activado, es posible 
que queden grupos carboxilos de la matriz activados donde no se haya producido la 
inmovilización. Para evitar que estos grupos remanentes puedan interferir en los 
estudios de interacción, se bloqueó la superficie mediante una inyección de etanolamina 
(1 M, 35 µL) a un flujo de 5 µL/min y 28ºC y empleando como tampón de trabajo 
HBSP. 
II.3.4. Inmovilización de viscumina. 
El primer paso consistió en inmovilizar sobre el canal de flujo Fc2 de la superficie del 
biosensor la lectina, para ello se procedió a la activación de la superficie mediante el 
método estándar con la mezcla de EDC/NHS. A continuación se inyectaron 40 µl de 
una solución de viscumina 30 µg/ml disuelta en tampón acetato sódico 10 mM pH 4.5 a 
un flujo de 5 µl/min. Posteriormente se inyectó una solución de NaCl 1M (10 µl) y 
HBSP (10 µl) para eliminar los restos de lectina que no se han inmovilizado 
covalentemente a la superficie. Por último se bloqueó con etanolamina el resto de 
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grupos activados sin reaccionar. La señal final de inmovilización fue de  6124 RU. La 
celda Fc1 se usó como blanco tras la activación con EDC/NHS y el posterior bloqueo 
con etanolamina. 
Tras la inmobilización de la lectina sobre la superficie del biosensor se fluyeron los 
distintos glicodendrímeros. Los estudios se realizaron a 25ºC a un flujo de 30 µl/min, 
con un tiempo de contacto de 180 s y un tiempo de disociación de 180 s. Los distintos 
glicoderivados se inyectaron a diferentes concentraciones. 
 
II.4- Resonancia magnética nuclear de diferencia de transferencia de saturación. 
Los estudios de interacción glicodendrímero-proteína por RMN fueron realizados por 
Pilar Blasco, Doctoranda del grupo del Prof. Dr. Jiménez Barbero, Centro de 
Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid. 
Los estudios de RMN de los compuestos 51, 53 y 55 en solución acuosa se llevaron a 
cabo usando muestras 1 mM en D2O. Los métodos estándar en 2D, como TOCSY 
(Total Correlation Spectroscopy) con tiempos de mezcla de 30 y 80 ms, ROESY 
(Rotating-Frame Overhauser Enhancement Spectroscopy) con tiempos de mezcla de 
300 ms, NOESY (Nuclear Overhauser effect spectroscopy) con tiempos de mezcla de 
400 y 600 ms, y HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) se emplearon para 
asignar los desplazamientos químicos de RMN. Se usaron equipos Bruker Avance 500 y 
600 Mhz equipados con criosonda de triple canal. 
Las muestras de viscumina para los experimentos de STD se prepararon en tampón 
fosfato salino deuterado (NaD2PO4 10 mM, NaCl 137 mM y KCl 2.7 mM pH 7.3) con 
una relación de ligando/lectina de 1:50. La temperatura se fijó en 298º K. Los datos de 
STD monodimensional se adquirieron a 500 y 600 Mhz empleando una serie de pulsos 
Gausianos (49 ms) en cascada con una separación de 1ms. En todos los casos la 
radiación on-resonance se fijó en la región alifática (-0.2 ppm) y los experimentos se 
obtuvieron con un tiempo de saturación de 2s. La irradiación off-resonance se mantuvo 
siempre a 100 ppm. 
 
 




Los experimentos se llevaron a cabo por el equipo de la Prof. Dr. Mª Concepción Civera 
Tejuca en el departamento de Química Física II (Fisicoquímica Farmacéutica). 
En todos los experimentos la concentración de proteína fue inferior a 1µM cuya 
absorbancia es de 0.02 evitando así efectos de filtro interno. Los glicodendrímeros 
empleados tenían concentraciones de 115.8 µM para 47, 168.6 µM para 49 y 75 µM 
para 55 respectivamente. Se empleó como tampón de trabajo HBS-P. Todos los 
disolventes empleados fueron de calidad espectroscópica. Los experimentos se 
realizaron añadiendo alícuotas de 2 µl de la disolución de glicodendrímero sobre la 
disolución de proteína. 
Los espectros de excitación y de emisión, se adquirieron en un espectrofluorímetro 
modular PTI en todos ellos la λexc fue 295 nm. Las rendijas de excitación y de emisión 
fueron ajustadas a 2 nm. En todos los experimentos se utilizaron cubetas de cuarzo 
Hellma con una longitud de paso de 0.2 cm. Los espectros realizados se han obtenido 
como promedio de tres acumulaciones. La temperatura de trabajo (25 ºC) se mantuvo 
constante mediante un Peltier TLC 50 integrado en el espectrofluorímetro. El análisis de 
espectros así como la adquisición de datos se realizó mediante el programa FELIX 32. 
 
II.6- Calorimetría isoterma de titulación. 
Los experimentos se realizaron introduciendo en la celda de muestra una disolución a 
una concentración conocida de viscumina en el tampón 10 Mm HEPES, 150 Mm NaCl 
a pH 7.4 y valorando el glicodendrímero mediante adición controlada a través de la 
microjeringa. Se empleó una concentración de viscumina 100µM y una concentración 
de 55 1000µM. 
Los diferentes experimentos se llevaron a cabo con un tiempo de retardo de 60 s, el 
número de inyecciones fue de 20, la temperatura se fijó a 25 ºC y la potencia de 
referencia fue de 11 µCal/s. 
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II.7- Modelado molecular. 
El modelado molecular y docking de la interacción glicodendrímero-proteína fue 
realizado por el grupo del Prof. Dr. Jiménez Barbero, Centro de Investigaciones 
Biológicas, CSIC, Madrid. 
Las plantillas para el procedimiento de modelado molecular fueron construidas 
basándose en la estructura de Rayos-X de la viscumina en su complejo con lactosa 
(código pdb: 1PUU). Las estructuras de los glicoclusters fueron superpuestas sobre el 
sitio de unión TYR249 empleando la conformación estructural en estado libre más 
probable (de acuerdo a una aproximación mediante un modelado molecular NOE 
estandar).  La estructura del glicodendrímero fue previamente minimizada mediante un 
corto cálculo de dinámica molecular, seguida de una minimización energética con un 
bajo umbral de gradiente de convergencia (0.05) en 5000 etapas. En todos los casos fue 
empleado el campo de fuerza OPL2005, integrado en el conjunto de programas 
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III.1- Síntesis química de glicoconjugados y glicodendrímeros 
Los esqueletos carbonados de los cores sintetizados se agrupan en tres clases: 
I. Nanoestructuras con cores aromáticos y conjugación pi-extendida, tipo etinilbenceno. 
 
II.   Nanoestructuras aromáticas con cores bencénicos. 
 
III.  Nanoestructuras funcionalizadas con cloruros de ácido. 
 
Los cores de tipo A (IA, IIA y IIIA) presentarán dos restos de lactosa,  los cores de tipo 
B (IB, IIB y IIIB) presentarán tres restos de lactosa y los cores de tipo C (IC, IIC y 
IIIC) presentarán cuatro restos de lactosa.  
 La unión de los distintos cores a la  lactosa, se hará de dos formas distintas:  
 1) Los cores de tipo I y II se unirán, a través de los restos acetilénicos 
terminales, con el grupo azido del glicoconjugado de la lactosa, mediante una reacción 
de cicloadición 1,3-dipolar  (Esquema 1) 




Esquema 1. Reaccion de los cores tipo I y II mediante cicloadición 1,3-dipolar. 
 
Mientras que los cores de tipo III se unirán mediante una reacción de amidación entre 
los grupos amino del naftaleno del glicoconjugado y el cloruro de ácido del core. 
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Esquema 2. Reaccion de los cores tipo III mediante amidación. 
 
La preparación de todos los glicodendrímeros de la presente Memoria, se han llevado a 
cabo en cuatro etapas fundamentales: 
ETAPA 1. Formación de la lactosa funcionalizada correspondiente. 
Para anclar la lactosa al resto de la molécula, ésta ha sido funcionalizada mediante dos 
vías distintas, por un lado con una cadena carbonada de tres carbonos con un grupo 
azido terminal, y por otro, con una cadena carbonada de dos carbonos con un grupo 
aldehído terminal. En ambos casos la cadena con el grupo funcional está unida al 
carbono anomérico libre. A continuación vemos los dos métodos. 
La síntesis del glicoconjugado con un resto azido terminal, se ha preparado siguiendo la 
secuencia de reacciones que aparecen en el Esquema 3. 
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Esquema 3. Reactivos y condiciones: i) Ac2O, Py; ii) HBr (30 %) AcOH;
iii) 1-cloropropanol, Hg(CN)2, HgBr2; iv) NaN3, DMF  
Como se puede observar en el Esquema 3, la primera etapa consiste en la protección de 
los grupos hidroxílicos de la lactosa en forma de acetatos, con anhídrido acético y 
piridina. Esta estrategia nos permite funcionalizar regioselectivamente  la posición 
anomérica C-1´ y juega un papel vital en la síntesis de oligosacáridos biológicamente 
activos.214 
El derivado acetilado 2 es una mezcla de epímeros α y β en equilibrio, que por reacción 
con HBr se obtiene únicamente el epímero α; este hecho queda demostrado por RMN. 
Efectivamente, en el espectro de RMN-1H aparece un doblete a 6.52 ppm con una J = 
4.1 Hz, constante característica de un acoplamiento escalar axial-ecuatorial en el 
ciclohexano; mientras que si estuviese en posición β, resonaría a campo más alto y con 
una J próxima a 8 Hz, característica de un acoplamiento axial-axial. De hecho, el otro 
protón anomérico H-1´ de este compuesto, que está en posición β, resuena a 4.52 ppm y 
con una J = 7.8 Hz. 
La justificación de la formación del anómero α de forma estereoselectiva, puede 
explicarse mediante el efecto Edward-Lemieux,215 el cual, describe la tendencia de los 
sustituyentes heteroatómicos a disponerse en posición axial y no en ecuatorial como 
cabría esperar. Se da en sistemas en los que existe un átomo con pares de electrones 
libres contiguo a un carbono anomérico. Como se puede observar en la Figura 30, los 
pares de electrones libres del oxígeno generan repulsión frente a los pares de electrones 
libres del halógeno, haciendo la estructura α la más estable. 
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Figura 30. Efecto anomérico o efecto de Edward-Lemieux. 
A continuación, se da la formación del enlace O-glicosídico, mediante una sustitución 
nucleófila SN2 promovida por sales de mercurio (Figura 31), para dar lugar a la 
formación del compuesto 4. 
 
Figura 31. Mecanismo propuesto de la sustitución SN2 promovida por sales de mercurio. 
El cianuro de mercurio, coordina con el bromo del glicósido, polarizándose el enlace 
carbono-bromo. A continuación se da una reacción de sustitución SN2, donde el átomo 
de oxígeno del cloropropanol, que actúa como nucleófilo, ataca por la cara opuesta al 
grupo saliente (ion bromuro), para formar el glicósido β, liberándose HgCNBr y ácido 
cianhídrico. El uso del mercurio aumenta considerablemente la facilidad del halógeno 
de actuar como grupo saliente. 
Al transcurrir la reacción a través de una SN2, el linker o espaciador, entra en posición 
β, sin observarse mezcla de epímeros por RMN. En RMN-C13 aparecen  señales 
correspondientes a dos carbonos anoméricos (δc 100.69 y (δc 100.95), desplazamientos 
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químicos típicos de C-β. Igualmente, por RMN-H1, aparecen dos señales 
correspondientes a Hβ (δH 4.43 y 4.46) como dobletes con una J = 7.8 Hz. 
Finalmente, mediante otra reacción tipo SN2 entre el derivado clorado 4 y azida sódica, 
se obtiene el compuesto final 5. Las únicas diferencias espectroscópicas de RMN entre 
los compuestos 4 y 5, radican en los átomos próximos al grupo funcional sustituído: 
CH2-Cl (δH 3.55 y δC 41.36) y CH2-N3 (δH 3.25 y δC 47.92). 
La síntesis del glicoconjugado con un resto aldehído terminal se ha llevado a cabo 
mediante una reacción de aminación reductora, siguiendo la secuencia de reacciones 
que aparecen en el Esquema 4 
 
A partir de la mezcla α,β de lactosa peracetilada, mediante Hg(CN)2, HgBr2;y alcohol 
alílico, se introduce el resto alilo en posición β, que tras su ozonolisis conduce al 
aldehído (7), que reacciona con el grupo amino libre del naftaleno, dando una imina 
que, posteriormente, se reduce mediante cianoborohidruro sódico, conduciendo al 
glicoconjugado 8. 
ETAPA 2. Preparación de los cores de distinta naturaleza. 
Síntesis de los cores aromáticos con conjugación π-extendida: IA, IB y IC 
La preparación de las nanoestructuras con conjugación π-extendida, se han realizado 
mediante reacciones de acoplamiento cruzado con Pdº (reacciones de Sonogashira),216 
utilizando Pd(PPh3)2Cl2 como catalizador. El mecanismo de estos acoplamientos viene 
reflejado en la Figura 32, de tal forma que el haluro de arilo sufre la adición oxidativa 
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de la especie Pdº, que se forma por reducción con NEt3. Posteriormente, se produce una 
transmetalación entre el complejo formado por la adición del paladio y el complejo de 
cobre con un resto alquino. Y, finalmente, se produce la eliminación reductora del PdII a 
Pd º y la formación de la unión entre el alquino y el derivado de arilo. 
 
Figura 32. Mecanismo de la reacción de Sonogashira. 
La síntesis del core lineal IA (17), se ha llevado a cabo a partir de 1,4-diyodobenceno y 
siguiendo la secuencia de reacciones que figuran en el Esquema 5.217 
 
Los cores  ramificados IB (22) y  IC (25), con esqueleto tipo dendrón, se han realizado 
a partir de 1,3,5- tribromobenceno y siguiendo la misma metodología que en el caso 
anterior, como se refleja en el Esquema 6.  
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En las síntesis de todos los cores que presentan alquinos terminales, hemos utilizado el 
trimetilsililacetileno y el 2-metil-2-hidroxibutino, como fuente de los acetilenos 
terminales, ya que nos permite desproteger selectivamente los grupos OH de los 
derivados tipo alcohol propargílico frente a los grupos de trimetilsilano. Utilizando 
NaOH seca, mediante una eliminación retro-Favorskii,218 el grupo hidroxilo se elimina 
en forma de acetona con excelentes rendimientos. La protección / desprotección 
selectiva es fundamental en la síntesis de este tipo de derivados, ya que, a menudo, 
tenemos que dirigir adecuadamente las reacciones de Sonogashira, entre el acetileno 
terminal y el derivado halogenado.219 
Síntesis de los cores aromáticos bencénicos: IIA, IIB y IIC 
La síntesis de cores IIA (27) y IIC (29), con 2 y 4 acetilenos terminales, 
respectivamente, se han preparado a partir de 3,5-dihidroxibenzoato de metilo  y el core 
IIB (31), que presenta tres acetilenos terminales, se ha preparado a partir del 1,3,5-
trihidroxibenceno (floroglucinol), siguiendo la secuencia de reacciones  que figura en el 
Esquema 7. 
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Como fuente del resto acetilénico terminal, en los cores con 2 y 3 acetilenos terminales, 
se han utilizado el bromuro de propargilo que, mediante una SN2, en medio básico, 
conduce a los derivados etinílicos correspondientes. Para la síntesis del core con cuatro 
acetilenos terminales (29) se ha utilizado la reacción de Mitsunobu entre el 3,5-
dihidroxibenzoato de metilo y el alcohol 28.  
 
2.3.  Síntesis de los cores con cloruros de ácido: IIIA, IIIB y IIIC. 
En este grupo de compuestos el anclaje del core al glicoconjugado, seguirá una 
estrategia distinta a la cicloadición 1,3-dipolar. En este caso, la unión entre el core y el 
glicoconjugado se llevará a cabo a través de un enlace amida formado por la reacción 
del grupo funcional, cloruro de ácido, del core y el grupo amino del glicoconjugado.  
Para preparar los cores respectivos con grupos funcionales de cloruros de ácido, hemos 
seguido la estrategia que figura en el Esquema 8. 
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Partiendo de los polialcoholes correspondientes 32, 36 y 40, y mediante una adición 
conjugada tipo Michael con acrilonitrilo, en medio básico, se obtienen los nitrilo-
derivados: 33,37 y 41, los cuales mediante una hidrólisis ácida del grupo ciano, 
conducen a los ácidos carboxílicos: 34, 38, y 42. Finalmente, los cloruros de ácido 
finales: 35, 39 y 43, se obtienen por reacción de los ácidos carboxílicos con cloruro de 
oxalilo.  
ETAPA 3. Preparación de los glicodendrímeros. 
La síntesis de los compuestos finales se lleva a cabo mediante la unión entre los 
glicoconjugados y los cores correspondientes. Es tipo de anclaje se ha realizado de dos 
formas distintas. 
- Mediante reacciones de cicloadición 1,3-dipolar entre el grupo acetileno terminal de 
los cores y el resto azido del glicoconjugado, y 
- Mediante reacciones de amidación entre el cloruro de ácido del core y el resto amino 
del glicoconjugado.  
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3.1. Síntesis de los glicodendrímeros mediante reacciones de cicloadición 1,3-
dipolar. 
Esta metodología se ha llevado a cabo con los cores que presentan acetilenos 
terminales, es decir, los cores de tipo I y II, con el glicoconjugado que presenta en su 
linker un grupo azido, que actúa como dipolo, es decir, el glicósido5. 
Esta química se conoce como click chemistry y hemos puesto a punto el método para 
llevarlo a cabo a través del microondas (MW); de los distintos disolventes probados: 
CH2Cl2-H2O, THF-H2O y DMF-H2O, el que mejores resultados a dado, por cuestiones 
de solubilidad, ha sido la mezcla DMF-H2O. 
Las reacciones de cicloadición 1,3-dipolares con los cores altamente conjugados, que 
presentan una conjugación p-extendida, aparecen en el Esquema 9.  
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Finalmente, la desprotección de los grupos acetato con metóxido sódico y metanol, nos 
ha conducido a los compuestos finales que se utilizarán para los estudios de 
interacciones carbohidrato-proteína. 
De forma similar, se han obtenido los glicodendrímeros con anillos bencénicos, cuya 
secuencia de reacciones de síntesis, aparece reflejada en el Esquema 10. 
 
La desprotección de los grupos hidroxilo de la lactosa (desacetilación), se ha llevado a 
cabo, igualmente,  con NaOMe y MeOH, de forma cuantitativa, sin necesidad de 
posterior purificación de los compuestos finales, los cuales se utilizarán para el estudio 
de interacciones carbohidrato-proteína. 
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3.2. Síntesis de los glicodendrímeros mediante reacciones de amidación.  
Esta estrategia se ha seguido con los cores que no tienen acetilenos terminales y no son 
aromáticos, como son los cores del tipo III. En este caso, la zona aromática del 
naftaleno, está unido a la lactosa formando parte del glicoconjugado. Por reacción de 
amidación entre el grupo amino libre del glicoconjugado 42 y los cloruros de ácido de 
los respectivos cores, se obtienen los glicodendrímeros finales, como se especifica en el 
Esquema 11.  La desprotección de los grupos hidroxilo de la lactosa, se ha realizado, de 
forma cuantitativa, con metóxido sódico y metanol. 
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ETAPA 4. Determinación estructural de los glicodendrímeros.  
La determinación estructural de los compuestos descritos por primera vez se llevó a 
cabo, principalmente, mediantes la espectrometría de masas (EM) de masas exactas que 
nos permite conocer la fórmula molecular del compuesto químico y las diferentes 
técnicas espectroscópicas de RMN, tanto monodimensionales (RMN-H1, RMN-C13 y 
DEPT) como bidimensionales (COSY, TOCSY, HMQC, HMBC, ROESY y NOESY).  
Las técnicas monodimensionales (1D) de RMN, como RMN-H1 (Resonancia magnética 
nuclear de protones), RMN-C13 (Resonancia Magnética Nuclear de C13) y DEPT 
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), nos permite conocer el 
esqueleto básico hidrocarbonado del compuesto, que en combinación con los datos de 
EM, nos proporciona una información imprescindible para determinar la estructura de 
un nuevo compuesto químico, pero no suficiente; es imprescindible combinar las 
técnicas monodimensionales (1D) con las técnicas bidimensionales (2D). 
Las principales técnicas bidimensionales aplicadas a la determinación estructural de 
compuestos orgánicos son: 
-Técnicas bidimensionales homonucleares (1H,1H):  
a) COSY (Correlation spectrocopy), establece conectividades  entre protones unidos 
escalarmente a través de 2 a 4 enlaces (2-4JH,H) 
b) ROESY (Rotating-Frame Overhauser Enhancement Spectroscopy),  establece 
conectividades H-H a través del espacio. Da información sobre la proximidad en el 
espacio de los átomos dentro de una molécula, lo cual resulta de gran interés a la hora 
de analizar aspectos estereoquímicos.  
-Técnicas bidimensionales heteronucleares (1H,13C): 
a) HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) y HSQC (Heteronuclear 
Single Quantum Correlation), ambas técnicas establecen correlaciones entre H1 y C13 
unidos a través de un enlace (1JH,C).  
b) HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), permite correlaciones H1-C13 a 
través de un enlace o más, normalmente entre uno y cuatro enlaces (1-4J), siendo las más 
características los acoplamientos a tres enlaces (3J). 
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4.1. Determinación estructural de los compuestos 44 y 45. 
El espectro de 1H-RMN del compuesto 44 presenta tres zonas bien diferenciadas: 
    a) 1.5-2.5 ppm: aparecen todos los metilos de los grupos acetilo, así como  el CH2-18 
del linker. 
    b) 3.5-5.5 ppm: resuenan los protones de la lactosa y los protones de los metilenos 
CH2-17 y CH2-19 del linker. 
    c) 7.0-8.0 ppm : aparecen los protones aromáticos de los anillos bencénicos y del 
1,2,3-triazol. 
Partiendo de las señales correspondientes al CH2-18 (δH 2.28 y δc 30.33), mediante el 
espectro COSY asignamos las señales de los otros dos  grupos metilénicos del linker 
CH2-17 (δH 4.45-4.55, δc46.86) y CH2-19 (δHa 3.85, δHb 3.55, δc 66.03). Las 
asignaciones de estos metilenos nos permitirán llevar a cabo las asignaciones del resto 
de señales. 
El metileno CH2-19 presenta conectividades bidireccionales en el espectro HMBC con 
el protón anomérico H-1´ (δH 4.49, δc 100.71). A partir del protón H-1´, mediante 
combinación adecuada de los espectros COSY, HSQC y HMBC, se asignan todas las 
señales del resto glucosa del disacárido. Las señales correspondientes al fragmento de 
galactosa se han asignado utilizando el espectro HMBC, en el que se observa 
conectividad bidireccional entre el grupo CH-4´ de la glucosa y el grupo anomérico CH-
1´´ de la galactosa (δH 4.51, δc 101.10),  el resto de los señales de la galactosa se 
asignan de la misma forma que se procedió en el caso de la glucosa. 
La conexión con  las señales de la parte aromática del triazol se realizó partiendo de 
grupo metilénico CH2-17, el cual presenta conectividad bidireccional, en el espectro 
HMBC, con el grupo CH-16 del anillo de triazol (δH-16 7.86, δc-16 120.49); a su vez, el 
protón H-16 presenta conectividad, en el mismo espectro, con C-1 (δc 130.45). De esta 
forma se conecta con las señales de los anillos bencénicos. El C-12 presenta 
conectividad HMBC con H-3 (δH 7.60, δc 132.17), a su vez, el grupo CH-10 presenta 
conectividad  de J3C-H (HMBC) con C-7(δc 90.15). 
En el espectro COSY se observan acoplamiento escalar entre H-13 y H-2 (δH7.85, δc 
125.57) con una constante de acoplamiento J10,11= 8.2 Hz, típica de un acoplamiento 
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orto en el anillo de benceno. Finalmente, utilizando el espectro HMBC, se observa 
conectividad entre H-2 y los átomos de carbono C-4 (δc 122.88) y C-15 (δc 147.11), 
correspondiente al δc típico del carbono cuaternario del anillo del 1,2,3-triazol. Todos 
los resultados de RMN del compuesto 44 aparecen en la Tabla 1. Todos los datos 
espectroscópicos están en consonancia con la estructura propuesta para el compuesto 
44.  
 
Tabla 1. Datos de RMN de los compuestos 44 (CDCl3) y 45 (D2O) en δppm. 
 
44  45 
Nº C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT 
1,12 130.45 - 129.40 - 2 C 
2,6,11,13 125.57 7.85 (d,J= 8.2Hz) 125.01 7.18 (d,J= 8.2Hz) 4 CH 
3,5,10,14 132.17 7.60 (d,J= 8.2Hz) 132.20 6.93 (d,J= 8.2Hz) 4 CH 
4,9 122.88 - 122.06 - 2 C 
7,8 90.15 - 90.28 - 2 C 
15 147.11 - 146.16 - 2 C 
16 120.49 7.60 (sbr) 121.02 7.45 (sbr) 2 CH 
17 46.86 4.45-4.55 (m) 47.00 4.05-4.20 (m) 2 CH2 
18 30.33 2.28 (m) 30.22 2.15-2.20 (m) 2 CH2 
19 66.03 A 3.85 (m) 
B 3.55 (m) 
66.20 A 3.61 (m,) 
B 3.27 (m) 
2 CH2 
1´ 100.71 4.49 (d,J= 7.9Hz) 102.22 4.21 2 CH 
2´ 71.70 4.94(dd, J= 9.5 y 7.9Hz) 72.80 3.27 2 CH 
3´ 72.70 5.21(t,J= 9.5Hz) 74.39 3.55 2 CH 
4´ 76.16 3.80(t,J= 9.5Hz) 78.66 3.54 2 CH 
5´ 72.89 3.61(ddd, J= 9.5, 4.9 y 
1.9Hz) 
74.71 3.40 2 CH 
6´ 61.82 A 4.54 (m) 
B 4.08 (m) 
60.24 3.70-3.80 2 CH2 
1´´ 101.10 4.51 (d,J= 7.9Hz) 103.05 4.38 2 CH 
2´´ 69.15 5.12(dd, J= 10.0 y 8.0 
Hz) 
70.97 3.52 2 CH 
3´´ 71.00 4.98 (t,J= 10.0 y 3.9Hz) 72.62 3.61 2 CH 
4´´ 66.63 5.36(dd,J= 4.6 y 3.9Hz) 68.56 3.88 2 CH 
5´´ 70.75 3.88(ddd, J= 7.1 y 
6.7Hz) 
75.35 3.68 2 CH 
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La desprotección de los grupos acetato del compuesto 44, con metóxido sódico y 
metanol, conduce al compuesto 45. La asignación de las señales de RMN de este 
compuesto se ha realizado siguiendo la misma estrategia que con el derivado acetilado 
44, y los resultados se reflejan en la Tabla 1. Adicionalmente, se ha realizado el estudio 
de EM presentando un ion molecular [M+Na]+ 1099.5 que está de acuerdo con el 
espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular C48H64N6O22. 
4.2. Determinación estructural de los compuestos 46 y 47. 
El compuesto 46 presenta el mismo glicoconjugado que el compuesto 44, por lo que las 
asignaciones de RMN del resto de lactosa y los metilenos (CH2-17, CH2-18, CH2-19) 
del linker, se ha llevado a cabo de la misma forma que en el caso anterior.  
Nos centraremos, por tanto, en las asignaciones del fragmento etinilbenceno, 
correspondiente al core, que es distinto del compuesto 44. Asignados, inequívocamente, 
las señales correspondientes al anillo del 1,2,3-triazol y utilizando el espectro HMBC, 
se asignan las señales correspondientes al anillo bencénico unido directamente al 1,2,3-
triazol. Efectivamente, a partir del H-16 (δH7.84, δc 120.54) se asigna el C-12 (δc 
130.85) mientras que el C-15 (δc 147.05) presenta conectividad vía J3C-Hcon H-11 
(δH7.85) y el H-11, a su vez, presenta conectividad J3C-Hcon C-9 (δc 122.43). 
Igualmente, el H-11 se encuentra acoplado, en el espectro COSY, con H-10 (δH7.60) 
con una J=8.3 Hz, típica de un acoplamiento orto en el anillo de benceno.  
La asignación del resto etino se realiza mediante el espectro HMBC a través de la señal 
correspondiente al H-10, que presenta conectividad J3 con C-8 (δc 90.45). La otra señal 
del grupo alquino, el C-7 (δc 88.66) presenta conectividad J3 con la única señal 
correspondiente a un proton aromático que queda por asignar, el H-2 (δH7.67, δc 
134.11) que aparece como singlete.  Por descarte, la señal que queda por asignar es la 
correspondiente al C-1 (δc 124.07). Todos los datos de RMN que aparecen reflejados en 
la Tabla 2,  están en concordancia con la estructura propuesta para el compuesto 46. 
6´´ 60.81 A 4.15 (m) 
B 4.08 (m) 
61.04 3.70-3.80 2 CH2 
CH3CO- 20.53-20.83 1.95-2.15 - - 14 CH3 
-OCOCH3 - 169.07,169.70,170.08, 
170.14, 170.31,170.36 
- - 14 C 
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Tabla 2. Datos de RMN de los compuestos 46 (CDCl3) y 47 (DMSO-d6) en δppm. 
 
46 47 
Nº C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT 
1,3,5 124.07 - 124.24 - 3 C 
2,4,6 134.11 7.67 (s) 134.25 7.81 (s) 3 CH 
7 88.66 - 88.56 - 3 C 
8 90.45 - 91.43 - 3 C 
9 122.43 - 121.32 - 3 C 
10,14 132.28 7.60(d, J=8.3Hz) 132.72 7.70(d,J=8.2 Hz) 6 CH 
11,13 125.61 7.85 (d, J=8.3Hz) 125.83 7.95 (d, J=8.2Hz) 6 CH 
12 130.85 - 131.99 - 3 C 
15 147.05 - 145.92 - 3 C 
16 120.54 7.84 (s) 122.87 8.69 (s) 3 CH 
17 46.87 A 4.52 (m) 
B 4.46 (m) 
47.20 4.55(t, J=6.7 m) 3 CH2 
18 30.34 2.23 (m) 30.38 2.15 (m) 3 CH2 
19 66.05 A 3.84 (m) 
B 3.55 (m) 
65.91 A 3.83 (m) 
B 3.50  
3 CH2 
1´ 100.10 4.47 (d,J= 7.9Hz) 103.02 4.25 (d, J=7.9 Hz) 3 CH 
2´ 71.69 4.93(dd, J= 9.6 y 
7.9Hz) 
73.66 3.08(dd, J=9.5 y 
7.9Hz) 
3 CH 
3´ 72.67 5.21(dd,J= 9.6Hz) 75.37 3.36 3 CH 
4´ 76.19 3.80(t,J= 9.6Hz) 81.17 3.32 3 CH 
5´ 72.88 3.60(ddd, J= 9.5, 4.9 y 
1.9Hz) 
75.37 3.32 3 CH 
6´ 61.82 A 4.52 (m) 
B 4.08 (m) 




1´´ 100.72 4.48 (d,J= 7.9Hz) 104.34 4.22 (d, J=7.0Hz) 3 CH 
2´´ 69.14 5.11(dd, J= 10.4 y 7.9 
Hz) 
71.01 3.33 3 CH 
3´´ 70.99 4.97 (dd,J= 10.4 y 
3.5Hz) 
73.71 3.34 3 CH 
4´´ 66.62 5.35(dbr,J= 3.5 Hz) 68.62 3.63 3 CH 
5´´ 70.74 3.86(tbr, J= 7.0 Hz) 76.00 3.48 3 CH 
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La desacetilacion con metoxido sódico y metanol del compuesto 46 conduce al 
glicodendrímero 47, cuya determinación estructural se ha realizado de forma similar, 
mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la Tabla 2. Adicionalmente, se ha realizado 
el estudio de EM presentando un ion molecular  [M+Na]+ 1748.8 que está de acuerdo 
con el espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular C81H99N9O33. 
4.3. Determinación estructural de los compuestos 48 y 49. 
 
Las señales de RMN del gliconjugado, se han asignado de idéntica forma  a los 
compuestos anteriores. Igualmente, siguiendo la misma estrategia que en el caso 
anterior, asignamos las señales del anillo del 1,2,3-triazol C-23 (δc 146.25) y CH-24 
(δH8.05, δc 121.38).  Mediante el espectro de HMBC se conecta con las señales del 
anillo bencénico (C1-C6) unido directamente al triazol. Igualmente, a partir de la señal 
del  protón H-2 (δH8.05, δc 128.44), se asigna el átomo del carbono etilínico C-7 (δc 
90.67) y, a partir del otro carbono etílico C-8 (δc 89.90), se asignan las señales del 
anillo bencénico central (C9-C14), presentando conectividad bidireccional (HMBC) entre 
el C-8 y el H-10 (δH7.56, δc 131.73) de dicho anillo. Todos los datos de RMN que 
aparecen reflejados en la Tabla 3,  están en concordancia con la estructura propuesta 
para el compuesto 48. 
La desprotección de los grupos acetato del compuesto 48, con metóxido sódico y 
metanol, conduce al compuesto 49. La asignación de las señales de RMN se ha 
realizado siguiendo la misma estrategia que en los casos anteriores, y cuyos resultados 
aparecen los resultados en la Tabla 3. Adicionalmente, se ha realizado el estudio de EM 
presentando un ion molecular [M+Na]+ 2097.8 que está de acuerdo con el espectro de 
RMN-C13 para la fórmula molecular C90H122N12O44. 
Los datos espectroscópicos de los compuestos 48 y 49, aparecen en la Tabla 3. 
6´´ 60.81 A 4.13 (m) 
B 4.08 (m) 
60.88 3.50-3.55 3 CH2 
CH3CO- 20.53-  20.83 1.96-2.15 - - 21 CH3 
-OCOCH3 - 169.08,169.71,169.82, 
170.09, 170.31,170.36 
- - 21 C 




Tabla 3. Datos de RMN de los compuestos 48 (CDCl3) y 49 (DMSO-d6) en δppm 
 
48 49 
Nº C-13 H-1  C-13 H-1 DEPT 
1,5,19,21 131.15 - 132.32 - 4 CH 
2,4,18,22 128.44 8.07 (sbr) 127.25 8.02 (sbr) 4 CH 
3,17 124.50 - 123.00 - 2 C 
6,20 123.09 8.43 (sbr) 122.20 8.45 (sbr) 2 CH 
7,16 90.67 - 91.20 - 2 C 
8,15 89.90 - 89.70 - 2 C 
9,12 123.00 - 123.50 - 2 C 
10,11,13,14 131.73 7.56(sbr) 132.18 7.72(sbr) 4 CH 
23 146.25 - 145.32 - 4 C 
24 47.15 4.50-4.60 (m) 122.64 8.79 (sbr) 4 CH 
25 47.15 4.50-4.60 (m) 47.02 4.58(t, J=6.0 Hz) 4 CH2 
26 30.24 2.28 (m) 30.04 2.18 (m) 4 CH2 
27 65.77 A 3.86 (m) 
B 3.58 (m) 
65.65 A 3.86 (m) 
B 3.50 (m)  
4 CH2 
1´ 100.63 4.52 (d,J= 7.9Hz) 102.70 4.26 (d, J=7.8 Hz) 4 CH 
2´ 71.72 4.95(dd, J= 9.5 y 
7.9Hz) 
73.40 3.09(dd, J=9.5 y 
7.8Hz) 
4 CH 
3´ 72.68 5.22(t,J= 9.5Hz) 75.03 3.35 4 CH 
4´ 76.35 3.83(t,J= 9.5Hz) 80.90 3.32 4 CH 
5´ 72.93 3.62(m) 75.09 3.32 4 CH 
6´ 61.93 A 4.54 (m) 
B 4.14 (m) 
60.67 A 3.77  
B 3.63 
4 CH2 
1´´ 101.07 4.56 (d,J= 8.0Hz) 104.34 4.22 (d, J=7.0Hz) 4 CH 
2´´ 69.12 5.11(dd, J= 10.0 y 8.0 
Hz) 
73.43 3.32 4 CH 
3´´ 71.04 4.98 (dd,J= 10.0 y 
3.2Hz) 
70.74 3.33 4 CH 
4´´ 66.71 5.36(sbr) 68.30 3.63 4 CH 
5´´ 70.71 3.93(tbr, J= 6.7 Hz) 75.71 3.47 4 CH 
6´´ 60.85 A 4.15 (m) 
B 4.08 (m) 
60.56 3.50-3.60 4 CH2 
CH3CO- 20.53-  
20.93 
1.95-2.15 - - 28 CH3 
-OCOCH3 - 169.10,169.74,170.09, 
170.19, 170.30,170.37 
- - 28 C 
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4.4. Determinación estructural de los compuestos 50 y 51. 
El compuesto 50 presenta el mismo glicoconjugado que el compuesto 44, por lo que las 
asignaciones de RMN del resto de lactosa y los metilenos (CH2-12, CH2-13, CH2-14) 
del linker, se ha llevado a cabo de la misma forma que en el caso anterior. Nos 
centraremos, por tanto, en las asignaciones de anillo bencénico. 
En el espectro HMBC, se observan conectividades bidireccionales entre el  H-12 
(δH4.48, δc 47.15) y el protón del anillo de triazol, H-11 (δH7.70, δc 123.66) y, a su vez, 
el CH-11 presenta  conectividad J3C-H con CH2-9 (δH5.24, δc 62.07). Igualmente, el 
espectro HMBC nos servirá para asignar las señales del anillo bencénico. 
Efectivamente, el metileno CH2-9 se encuentra acoplado vía J3C-Hcon C-3  (δc 159.27), 
por descarte, el otro carbono cuaternario del anillo bencénico debe corresponder al 
átomo C-1 (δc 132.31).  Las asignaciones de los CH bencénicos: CH-2 (δH7.31 2H, δc 
108.84) y CH-4 (δH6.87 1H, δc 107.05), se realiza fácilmente teniendo en cuenta la 
integral del espectro de RMN-H1 y, al hecho, de que el H-2 presenta conectividad 
HMBC con el C-7 (δc 166.55).  
Todos los datos de RMN aparecen reflejados en la Tabla 4,  y están en concordancia 
con la estructura propuesta para el compuesto 50. 
La desacetilación, con metóxido sódico y metanol, del compuesto 50 conduce al 
glicodendrímero 51, cuya determinación estructural se ha realizado de forma similar, 
mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la Tabla 4. Adicionalmente, se ha realizado 
el estudio de EM presentando un ion molecular  [M+Na]+1117.5 que está de acuerdo 
con el espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular C44H66N6O26. 
 
 
Tabla 4.  Datos de RMN de los compuestos 50 (CDCl3) y 51 (D2O) en δppm. 
 
50 51 
Nº C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT 
1 132.31 - 131.61 -  C 
2,6 108.84 7.31 (s br) 109.23 7.09 (s br) 2 CH 
3,5 159.27 - 158.58 - 2 C 
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4.5. Determinación estructural de los compuestos 52 y 53. 
La asignación estructural del resto del glicoconjugado (lactosa y linker), así como del 
anillo de 1,2,3-triazol, se asignan de la misma forma que el compuesto 44. Para la 
asignación de las señales del anillo bencénico, se utiliza el espectro HMBC, 
observándose conectividad entre CH2-7 (δH5.02, δc 61.29) y el átomo de carbono 
cuaternario del anillo bencénico C-1 (δc 159.40). La única señal que queda por asignar, 
debe corresponder, al protón CH-2 (δH6.20, δc 96.09). 
Todos los datos de RMN del compuesto 52 se reflejan en la Tabla 5 y están en 
consonancia con la estructura propuesta. 
4 107.05 6.87 (s br) 107.84 6.74 (s br)  CH 
7 166.55 - 167.95 -  C 
8 52.40 3.91 (s) 52.86 3.80 (s)  CH3 
9 62.07 5.24 (s br) 61.53 5.11 (s br) 2 CH2 
10 143.21 - 142.88 - 2 C 
11 123.66 7.70 (t, J= 4.9 Hz) 125.39 8.00 (s br) 2 CH 
12 47.15 4.48 (m) 47.13 4.47 (t, J= 6.5 Hz) 2 CH2 
13 30.16 2.23 (m) 29.47 2.09 (m) 2 CH2 
14 65.88 A 3.82 (m) 
B 3.51 (m) 
66.25 A 3.75 (m) 
B 3.42 (m) 
2 CH2 
1´ 100.56 4.47 (d, J= 7.9 Hz) 102.10 4.22 (d, J= 7.9 Hz) 2 CH 
2´ 71.64 4.91 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 72.75 3.22 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 2 CH 
3´ 72.72 5.19 (t, J= 9.5 Hz) 74.33 3.52 (m)  2 CH 
4´ 76.16 3.81 (t, J= 9.5 Hz) 78.45 3.50 – 3.60 2 CH 
5´ 72.89 3.60 (m) 74.72 3.41 (m) 2 CH 
6´ 61.76 4.05 – 4.15 60.05 A 3.84 (m) 
B 3.72 (m) 
2 CH2 
1´´ 101.08 4.51 (d, J= 7.9 Hz) 102.98 4.36 (d, J= 7.9 Hz) 2 CH 
2´´ 69.15 5.11 (dd, J= 10.4 y 7.9 Hz) 70.82 3.45 – 3.55 2 CH 
3´´ 71.00 4.97 (t, J= 10.4 y 3.4 Hz) 72.55 3.58 (m) 2 CH 
4´´ 66.65 5.34 (dd,J= 4.6 y 3.4Hz) 68.53 3.85 (m) 2 CH 
5´´ 70.72 3.89 (m) 75.34 3.64 (m) 2 CH 
6´´ 60.80 4.05 – 4.15 60.99 3.65-3.75 2 CH2 
CH3CO- 20.53-
20.87 




 - - 14 C 




Tabla 5.  Datos de RMN de los compuestos 52 (CDCl3) y 53 (D2O) en δppm. 
 
 
La desacetilación, con metóxido sódico y metanol, del compuesto 52 conduce al 
glicodendrímero 53, cuya determinación estructural se ha realizado de forma similar, 
mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la Tabla 5. Adicionalmente, se ha realizado 
el estudio de EM presentando un ion molecular  [M+Na]+ 1538.6 que está de acuerdo 
con el espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular C60H93N9O36. 
52 53 
Nº C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT 
1,3,5 160.13 - 159.40 - 3  C 
2,4,6 95.27 6.30 (s br) 96.09 6.20 (s br) 3 CH 
7 61.90 5.15 (s br) 61.29 5.02 (s br) 3 CH2 
8 143.15 - 143.00 - 3 C 
9 117.95 7.68 (s) 125.33 7.96 (s br) 3 CH 
10 47.20 4.45 (m) 47.14 4.44 (m) 3 CH2 
11 29.72 2.20 (m) 29.47 2.08 (m) 3 CH2 
12 65.94 A 3.88 (m) 
B 3.57 (m) 
66.28 A 3.74 (m) 
B 3.42 (m) 
3 CH2 
1´ 100.58 4.47 (d, J= 7.9 Hz) 102.09 4.23 (d, J= 7.9 Hz) 3 CH 
2´ 71.64 4.91 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 72.77 3.20 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 3 CH 
3´ 72.73 5.20 (t, J= 9.5 Hz) 74.33 3.51 (m)  3 CH 
4´ 76.18 3.80 (t, J= 9.5 Hz) 78.49 3.53 3 CH 
5´ 72.86 3.61 (m) 74.71 3.40 (m) 3 CH 
6´ 61.81 4.05 – 4.20 60.06 A 3.85 (m) 
B 3.70 (m) 
3 CH2 
1´´ 101.24 4.51 (d, J= 7.9 Hz) 103.00 4.34 (d, J= 7.9 Hz) 3 CH 
2´´ 69.16 5.10 (dd, J= 10.4 y 7.9 Hz) 70.93 3.45 – 3.50 3 CH 
3´´ 71.00 4.96 (t, J= 10.4 y 3.4 Hz) 72.56 3.58 (m) 3 CH 
4´´ 66.66 5.35 (dd,J= 4.6 y 3.4Hz) 68.53 3.84 (m) 3 CH 
5´´ 70.72 3.89 (m) 75.35 3.64 (m) 3 CH 
6´´ 60.81 4.05 – 4.20 61.00 3.65-3.75 3 CH2 
CH3CO- 20.52-
20.88 




 - - 21 C 
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4.6. Determinación estructural de los compuestos 54 y 55. 
Como en casos anteriores, se asignan las señales del glicoconjugado con el anillo de 
1,2,3-triazol, que son comunes a todos estos compuestos. 
Las asignaciones del fragmento benzoato de metilo se realizan, utilizando el espectro 
HMBC y observando conexión entre el metoxilo CH3O- (δH3.85, δc 52.83) y el carbono 
del grupo acilo C-7 (δc 166.31). A su vez, el carbono-acilo, presenta conectividad con 
los protones H-2 y H-6, que resuenan a 7.18 ppm, como un doblete con una J= 1.9 Hz, 
propia de un acoplamiento meta, con el H-4 (δH6.99, δc 107.43). El resto de las señales 
del anillo aromático del benzoato de metilo, se realizó a través del espectro HMBC, 
observándose además, en este caso, conectividades vía J2C,Hentre el H-4 y los átomos de 
carbono C-3,C-5 (δc 159.93), y entre el H-2 y el C-1 (δc 132.09). A través de los C-3 y 
C-5, se conecta con los metilenos CH2-9 y CH2-16 (δH5.10, δc 69.84), observándose 
J3C,H entre el C-3 y los H-9 y H-16. Finalmente, las asignaciones de las señales del resto 
de los anillos bencénicos se abordan mediante el espectro HMBC, por dos itinerarios. a) 
a partir del CH2-9 se conecta con CH-11 y CH-15 (δH6.74, δc 106.97), que están 
acoplados, en el espectro COSY, con H-13, con una Jmeta, y b) a partir del CH2-23 se 
conecta con C-12 C-14 (δc 159.78). El átomo de carbono cuaternario que queda por 
asignar, debe corresponder al C-10 y C-17 (δc 139.56). 
Todos los datos de RMN del compuesto 54 se reflejan en la Tabla 6 y están en 





Tabla 6.  Datos de RMN de los compuestos 54 (CDCl3) y 55 (D2O) en δppm. 
 
54 55 
Nº C-13 H-1 C-13 H-1 DEPT 
1 132.13  - 132.09 -  C 
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La desacetilación, con metóxido sódico y metanol, del compuesto 54 conduce al 
glicodendrón 55, cuya determinación estructural se ha realizado de forma similar, 
mediante RMN, y cuyos datos se reflejan en la Tabla 6. Adicionalmente, se ha realizado 
el estudio de EM presentando un ion molecular  [M+Na]+ 2287.8 que está de acuerdo 
con el espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular C94H136N12O52. 
4.7. Determinación estructural del compuesto 57. 
El compuesto 57, estructuralmente hablando, tiene tres partes diferenciadas: a) el azúcar 
(lactosa) y el linker C14-C15, b) el anillo de naftaleno y c) el core C10-C13. 
2,6 108.47 7.29 (d, J = 2.3 Hz)  108.34 7.18 (s br) 2 CH 
3,5 159.67 - 159.93 - 2 C 
4 107.13 6.82 (s br) 107.43 6.99 (s br)  CH 
7 166.69 - 166.31 -  C 
8 52.34 3.94 (s) 52.83 3.85 (s)  CH3 
9,16 70.00 5.06 (s br) 69.84 5.10 (s br) 2 CH2 
10,17 139.15 - 139.56 - 2 C 
11,15,18,22 106.57 6.73 (s br) 106.97 6.74 (s br) 4 CH 
12,14,19,21 159.70 - 159.78 - 4 CH 
13,20 101.54 6.65(s br) 101.34 6.72 (s br) 2 CH 
23 62.09 5.21 (s br) 61.70 5.14 ( s br) 4 CH2 
24 143.76 - 142.89 - 4 C 
25 123.28 7.68 (s br) 125.26 8.25 ( s br) 4 CH 
26 46.88 4.44 (m) 47.02 4.49 (t, j= 6.8 Hz)) 4 CH2 
27 30.25 2.22 (m) 30.50 2.10 (m) 4 CH2 
28 65.99 A 3.87 (m) 
B 3.54 (m) 
65.93 A 3.78 (m) 
B 3.47 (m) 
4 CH2 
1´ 100.57 4.51 (d, J= 7.9 Hz) 102.99 4.22 (d, J= 7.9 Hz) 4 CH 
2´ 71.63 4.94 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 73.63 3.06 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 4 CH 
3´ 72.73 5.22 (t, J= 9.5 Hz) 75.32 3.30 – 3.40 4 CH 
4´ 76.17 3.83 (t, J= 9.5 Hz) 81.15 3.30 – 3.40 4 CH 
5´ 72.81 3.63 (ddd, J =  9.5, 4.9 y 
2.0 Hz) 
75.29 3.30 – 3.40 4 CH 
6´ 61.82 4.10 – 4.20 60.64 3.60 – 3.70 4 CH2 
1´´ 101.07 4.54 (d, J= 7.9 Hz) 104.32 4.20 (d, J= 7.9 Hz) 4 CH 
2´´ 69.14 5.13 (dd, J= 10.4 y 7.9 Hz) 71.01 3.30 – 3.40 4 CH 
3´´ 70.99 4.99 (t, J= 10.4 y 3.4 Hz) 73.70 3.30 – 3.40 4 CH 
4´´ 66.65 5.38 (dd,J= 4.5 y 3.4Hz) 68.61 3.62 8s br) 4 CH 
5´´ 70.70 3.92 (t br, J=7.0 Hz) 75.99 3.46 (m) 4 CH 
6´´ 60.81 4.10 – 4.20 60.97 3.45-3.55 4 CH2 
CH3CO- 20.53-
20.87 




 - - 28 C 
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La asignación de las señales de RMN de la lactosa y el linker se ha realizado de la 
misma forma que en los compuestos anteriores, que presentan el mismo azúcar. 
Las asignaciones de las señales del anillo de naftaleno se han realizado, principalmente, 
mediante el espectro bidimensional HMBC, encontrándose conectividades J3C,H entre el 
H-14 (δ 3.32) y el C-5 (δ 143.26).  El C-5, a su vez, presenta conectividad HMBC con 
un protón que resuena como triplete y que tiene que ser el H-7 (δ 7.30), el cual también 
presenta una conectividad J3C,H con C-8a (δ 129.40). En el espectro COSY, el H-7 se 
encuentra acoplado con los protones H-6 (δ 6.52) y H-8 (δ 7.21), que se asignan 
atendiendo a la diferencia de desplazamiento químico. El protón H-6 presenta 
conectividad HMBC con C-4a (δ 131.92) y el protón H-8 presenta conectividad J3C,H 
con C-1 (δ 136.72). Ambos átomos de carbono, C-4a y C-1, presentan conectividad 
HMBC con H-3 (δ 7.38),  que resuena como un triplete debido a su acoplamiento con 
los protones H-2 (δ 7.88) y H-4 (δ 7.32), cuyas asignaciones, además de la diferencia 
del desplazamiento químico, se han confirmado por HMBC. Todas las asignaciones de 
los átomos de carbono restantes se han hecho mediante el espectro HSQC. 
Las asignaciones de las señales de RMN correspondientes al core, también se han 
realizado mediante el espectro de HMBC a partir del desplazamiento químico del C-9 (δ 
173.80). El átomo de carbono del grupo amida presenta dos conectividades HMBC con 
los metilenos CH2-10 (δH 2.64, δC 36.50) y CH2-11 (δH 3.76, δC 66.56), que están 
acoplados entre sí con una constante de acoplamiento J= 6.4 Hz; las asignaciones se han 
realizado atendiendo a los desplazamientos químicos de protón y carbono. Únicamente, 
quedan por asignar las señales correspondientes a dos metilenos: CH2-12 (δH 3.51, δC 
70.75) y CH2-13 (δH 1.65, δC 25.90) que, igualmente, se han asignado atendiendo a los 
desplazamientos químicos de protón y carbono. 
Todos los datos espectroscópicos reflejados en la Tabla 7, están en consonancia con la 
estructura propuesta para el compuesto 57. Adicionalmente, se ha realizado el estudio 
de espectrometría de masas presentando un ion molecular [M+Na]+ 1273.5  que está de 
acuerdo con el espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular C58H82N4O26. 
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Tabla 7. Datos de RMN del compuesto  57 (D2O) en δppm. 
 
 
4.8. Determinación estructural del compuesto 59. 
Las señales correspondientes al resto de lactosa y los átomos correspondientes al linker 
CH2-15 y CH2-16, se han asignado de la misma forma que los compuestos anteriores.  
 57 
Nº DEPT C-13 H-1 
1 2 C 136.72 - 
2 2 CH 120.16 7.88 (d, J= 7.7 Hz, 2H) 
3 2 CH 124.49 7.38 (t, J= 7.7 Hz, 2H) 
4 2 CH 123.98 7.32 (d, J= 7.7 Hz, 2H) 
4a 2 C 131.92 - 
5 2 C 143.26 - 
6 2 CH 106.56 6.52 (d, J= 7.7 Hz, 2H) 
7 2 CH 127.12 7.30 (t, J= 7.7 Hz, 2H) 
8 2 CH 112.33 7.21 (d, J= 7.7 Hz, 2H) 
8a 2 C 129.40 - 
9 2 C 173.80 - 
10 2 CH2 36.50 2.64 (t, J= 6.4 Hz, 4H) 
11 2 CH2 66.56 3.76 (t, J= 6.4 Hz, 4H) 
12 2 CH2 70.75 3.51(t, J= 6.4 Hz, 4H) 
13 2 CH2 25.90 1.65 (m, 4H)) 
14 2 CH2 43.07 3.32 (m) 
15 2 CH2 65.71 A 3.63 (m) 
B 3.89 (m) 
1´ 2 CH 102.33 4.19 (d, J= 7.9 Hz, 2H) 
2´ 2 CH 72.59 3.30 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz) 
3´ 2 CH 74.34 3.54 (m) 
4´ 2 CH 78.35 3.60 (m) 
5´ 2 CH 74.73 3.43 (m) 
6´ 2 CH2 61.01 A 3.71 (m) 
B 3.80 (m) 
1´´ 2 CH 102.93 4.33 (d, J= 7.9 Hz, 2H) 
2´´ 2 CH 70.92 3.50 (m) 
3´´ 2 CH 72.82 3.60 (m) 
4´´ 2 CH 68.52 3.81 (dd,J= 4.6 y 3.4Hz, 2H) 
5´´ 2 CH 75.27 3.72 (m) 
6´´ 2 CH2 60.07 3.65 – 3.75 
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Las asignaciones del anillo de naftaleno se realizan mediante el espectro HMBC, 
encontrándose conectividad J3C,H entre el H-15 y el C-5 (δ 143.30); a su vez, el C-5 
presenta conectividad HMBC con el protón H-7 (δ 7.29) que resuena como un triplete 
con una J= 7.7 Hz, debido a su acoplamiento con los protones H-8 (δ 7.20) y H-6 (δ 
6.61). A su vez, el H-6 presenta conectividad HMBC con el carbono cuaternario que 
resuena a δ 131.96 y que debe corresponder a C-4a; el H-7 presenta conectividad J3C,H 
con C-8a (δ 129.50) y, finalmente, el H-8 presenta conectividad HMBC con el átomo de 
carbono cuaternario que queda por asignar del anillo de naftaleno, el C-1 (δ 136.81). La 
señal que presenta una multiplicidad triplete en la zona aromática del espectro de RMN-
H1, debe corresponder al H-3 (δ 7.40), hecho que queda confirmado mediante su 
conectividad HMBC con C-4a. El protón H-3 está acoplado, en el espectro COSY, con 
los protones: H-2 (δ 7.90) que presenta conectividad HMBC con C-8a, y con el protón 
H-4 (δ 7.32) que presenta conectividad J3C,H con C-5. Mediante el espectro HSQC se 
asignan el resto de las señales de los átomos de carbono del anillo de naftaleno. 
La señal a δ 173.62 en el espectro de RMN-C13 corresponde, inequívocamente, al 
átomo de carbono del grupo amida y presenta conectividades HMBC con los metilenos 
CH2-10 (δH 2.63, δC 36.58) y CH2-11 (δH 3.81, δC 67.10), acoplados entre sí con una J= 
6.4 Hz), las asignaciones se han realizado atendiendo a los desplazamientos químicos de 
protón y carbono. Únicamente, quedan por asignar tres señales: un átomo de carbono 
cuaternario que resuena a δ 41.02 y que debe corresponder al C-13; un singlete 
correspondiente a un metileno (δH 3.59, δC 74.02), que debe corresponder al CH2-12 y, 
finalmente, un singlete correspondiente a un metilo (δH 1.20, δC16.83), que corresponde 
al CH3-14. 
Todos los datos espectroscópicos reflejados en la Tabla 8 están de acuerdo con la 
estructura propuesta para el compuesto 59. Adicionalmente, se ha realizado el estudio 
de espectrometría de masas presentando un ion molecular molecular  [M+Na]+ 1883.7 
que está de acuerdo con el espectro de RMN-C13 para la fórmula molecular 
C86H120N6O39. 
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Nº DEPT C-13 H-1 
1 3 C 136.81 - 
2 3 CH 120.22 7.90 (d, J= 7.7 Hz, 3H) 
3 3 CH 124.57 7.40 (t, J= 7.7 Hz, 3H) 
4 2 CH 124.10 7.32 (d, J= 7.7 Hz, 3H) 
4a 3 C 131.96 - 
5 3 C 143.30 - 
6 3 CH 106.50 6.61(d, J= 7.7 Hz, 3H) 
7 3 CH 127.31 7.29(t, J= 7.7 Hz, 3H) 
8 3 CH 112.31 7.20(d, J= 7.7 Hz, 3H) 
8a 3 C 129.50 - 
9 3 C 173.62 - 
10 3 CH2 36.58 2.63(t, J= 6.4 Hz, 6H) 
11 3 CH2 67.10 3.81 (t, J= 6.4 Hz, 6H) 
12 3 CH2 74.02 3.59 (s, 6H) 
13  C 41.02 - 
14  CH3 16.83 1.20 (s) 
15 3 CH2 43.50 3.39 (m) 
16 3 CH2 67.10 A 3.75 (m) 
B 3.85 (m) 
1´ 3 CH 102.33 4.20 (d, J= 7.9 Hz, 3H) 
2´ 3 CH 72.52 3.30 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz, 3H) 
3´ 3 CH 74.33 3.53 (m) 
4´ 3 CH 78.34 3.58 (m) 
5´ 3 CH 74.73 3.41 (m) 
6´ 3 CH2 60.99 A 3.72 (m) 
B 3.83 (m) 
1´´ 3 CH 102.92 4.32 (d, J= 7.9 Hz, 3H) 
2´´ 3 CH 70.93 3.52 (m) 
3´´ 3 CH 72.80 3.60 (m) 
4´´ 3 CH 68.52 3.80 (m) 
5´´ 3 CH 75.33 3.71 (m) 
6´´ 3 CH2 60.06 3.65 – 3.75 
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4.9. Determinación estructural del compuesto 61. 
Estructuralmente hablando el compuesto 61 es muy similar al compuesto 59, 
presentando pequeñas variaciones en el core. Desaparece el metilo CH3-14, y presentan 
ligeras diferencias el C-13 (δ 40.91) y el metileno singlete CH2-12 (δH 3.56, δC73.93). 
Las asignaciones de todas las señales de RMN se han realizado de forma similar al 
compuesto 59 y quedan reflejadas en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Datos de RMN del compuesto  61 (D2O) en δppm. 
 
 61 
Nº DEPT C-13 H-1 
1 4 C 136.41 - 
2 4 CH 119.84 7.85 (d, J= 7.7 Hz, 4H) 
3 4 CH 124.37 7.40 (t, J= 7.7 Hz, 4H) 
4 4 CH 123.86 7.30 (d, J= 7.7 Hz, 4H) 
4a 4 C 131.77 - 
5 4 C 143.18 - 
6 4 CH 106.03 6.40(d, J= 7.7 Hz, 4H) 
7 4 CH 126.72 7.30 (t, J= 7.7 Hz, 4H) 
8 4 CH 111.92 7.15 (d, J= 7.7 Hz, 4H) 
8a 4 C 129.62 - 
9 4 C 173.42 - 
10 4 CH2 36.42 2.56 (t, J= 6.4 Hz, 8H) 
11 4 CH2 67.21 3.76 (t, J= 6.4 Hz, 8H) 
12 4 CH2 73.93 3.56 (s,8H) 
13  C 40.91 - 
14 4 CH2 43.55 3.38 (m) 
15 4 CH2 67.84 A 3.80 (m) 
B 3.93 (m) 
1´ 4 CH 102.31 4.19 (d, J= 7.9 Hz, 4H) 
2´ 4 CH 72.58 3.31 (dd, J= 9.5 y 7.9 Hz, 4H) 
3´ 4 CH 74.32 3.54 (m) 
4´ 4 CH 78.26 3.60 (m) 
5´ 4 CH 74.79 3.40 (m) 
6´ 4 CH2 61.01 A 3.74 (m) 
B 3.87 (m) 
1´´ 4 CH 102.90 4.31 (d, J= 7.9 Hz) 
2´´ 4 CH 70.93 3.51 (dd, J= 10.4 y 7.9 Hz, 4H) 
3´´ 4 CH 72.79 3.59 (m) 
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III.2- Resonancia de Plasmón Superficial (SPR). 
III.2.1- Estudio de la interacción de los glicodendrímeros con viscumina. 
Hemos estudiado la interacción de los compuestos 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, y 61 
con la viscumina inmobilizada sobre la superficie del biosensor. En este estudio se 
inmovilizó la viscumina sobre un chip mediante unión covalente de los restos 
nucleófilos de la lectina con los grupos ácido de la superficie activados mediante la 
mezcla de EDC/NHS. Tras el bloqueo de los restos ácidos activados que no han 
reaccionado con etanolamina,  quedaron unidas unas 6000 RU de viscumina. Como 
blanco se utilizó un canal de flujo, sobre el que se realizó el proceso de activación 
mediante EDC/NHS y posterior bloqueo con etanolamina. 
Todos los estudios se hicieron a 25º C, con un flujo de 30 µl/minuto, los diferentes 
compuestos fueron diluídos en HBSP. 
Para el compuesto 45 obtenemos el sensograma de la Figura 33, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 3.46x103; koff (s-1) 
3.61x10-3; KA (M-1) 9.58x105; KD (M) 1.04x10-6 
 
4´´ 4 CH 68.54 3.81 (m) 
5´´ 4 CH 75.26 3.73 (m) 
6´´ 4 CH2 60.05 3.65 – 3.75 
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Figura 33. Interacción de 45 con viscumina. 
Para el compuesto 47 obtenemos el sensograma de la Figura 34, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 4.29x103; koff (s-1) 
5.09x10-3; KA (M-1) 8.42x105; KD (M) 1.19x10-6 
 
Figura 34. Interacción de 47 con viscumina. 
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Para el compuesto 49 obtenemos el sensograma de la Figura 35, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 11.6x103; koff (s-1) 
6.77x10-3; KA (M-1) 17.2x105; KD (M) 0.58x10-6 
 
 Figura 35. Interacción de 49 con viscumina. 
Para el compuesto 51 obtenemos el sensograma de la Figura 36, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 12.2x103; koff (s-1) 
10.2x10-3; KA (M-1) 12x105; KD (M) 0.83x10-6 
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Figura 36. Interacción de 51 con viscumina. 
Para el compuesto 53 obtenemos el sensograma de la Figura 37, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 2.53x103; koff (s-1) 
4.39x10-3; KA (M-1) 5.77x105; KD (M) 1.73x10-6 
 
Figura 37. Interacción de 53 con viscumina. 
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Para el compuesto 55 obtenemos el sensograma de la Figura 38, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 234x103; koff (s-1) 
7.45x10-3; KA (M-1) 314x105; KD (M) 0.031x10-6 
 
Figura 38. Interacción de 55 con viscumina. 
Para el compuesto 57 obtenemos el sensograma de la Figura 39, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 0.312x103; koff (s-1) 
7.1x10-3; KA (M-1) 0.44x105; KD (M) 22.7x10-6 
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Figura 39. Interacción de 57 con viscumina. 
Para el compuesto 59 obtenemos el sensograma de la Figura 41, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 6.8x103; koff (s-1) 
4.77x10-3; KA (M-1) 40.9x105; KD (M) 0.24x10-6 
 
Figura 41. Interacción de 59 con viscumina. 
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Para el compuesto 61 obtenemos el sensograma de la Figura 42, que tras su análisis nos 
da los siguientes parámetros cinéticos de la interacción, kon (M-1 s-1) 0.91x103; koff (s-1) 
6.95x10-3; KA (M-1) 1.32x105; KD (M) 7.6x10-6 
 
Figura 42. Interacción de 61 con viscumina. 
Tras el análisis de los datos cinéticos de los compuestos con viscumina, comprobamos 
que todas las interacciones se ajustan a un modelo de Langmuir tipo 1:1 (Tabla 10). La 
constante de disociación en el equilibrio KD, tiene en todos los casos un valor en el 
rango µM. Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos anteriormente por 
otros autores, por ejemplo, Duverger et al.168 determinaron la koff espontánea en la 
interacción de esta lectina con lactosa mediante SPR, obteniendo un valor de 1,1x10-3 s-
1
, lo cual se encuentra en el mismo rango de magnitud que el obtenido en nuestro caso 
para los glicodendrímeros. Por otro lado, André et al.147 determinaron mediante ensayos 
en fase sólida, que la KD de la interacción de viscumina con un derivado dimérico de 
lactosa inmovilizado en superficie es de 0,3 µM. Posteriormente, mediante un ensayo de 
inhibición competitiva demostraron que este derivado es 15 veces más potente que 
lactosa en su unión a la lectina. En un estudio realizado en nuestro laboratorio mediante 
SPR, Muñoz et al.156 obtuvieron un valor en el rango µM en la interacción con 
viscumina de derivados de lactosa inmovilizados sobre la superficie del biosensor.  
Estos resultados corroboran los resultados aquí descritos por SPR y que establecen que 
viscumina reconoce específicamente lactosa en un rango micromolar. 
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Tabla 10. Constantes cinéticas de los distintos glicodendrímeros con viscumina. 
compuesto kon (M-1 s-1) koff (s-1) KA (M-1) KD (M) χ2 
45 3.46x103 3.61x10-3 9.58x105 1.04x10-6 4.03 
47 4.29x103 5.09x10-3 8.42x105 1.19x10-6 6.64 
49 11.6x103 6.77x10-3 17.2x105 0.58x10-6 6.07 
51 12.2x103 10.2x10-3 12x105 0.83x10-6 0.283 
53 2.53x103 4.39x10-3 5.77x105 1.73x10-6 1.4 
55 234x103 7.45x10-3 314x105 0.031x10-6 1.08 
57 0.312x103 7.1x10-3 0.44x105 22.7x10-6 1.22 
59 6.8x103 4.77x10-3 40.9x105 0.24x10-6 6.78 
61 0.91x103 6.95x10-3 1.32x105 7.6x10-6 1.25 
 
En estos estudios de interacción hemos analizado glicodendrímeros con tres tipos de 
cores en su estructura central, los que hemos denominado tipo I (compuestos 45, 47 y 
49) tienen un core aromático y conjugación pi-extendida, tipo etinilbenceno; los que 
hemos denominado tipo II (compuestos 51, 53 y 55) tienen cores bencénicos; y los que 
hemos denominado tipo III (compuestos 57, 59 y 61) tienen cores alifáticos. Los 
glicodendrímeros con core tipo I son los que presentan una mayor rigidez en su 
estructura central; los que tienen el core tipo II poseen cierta flexibilidad, ya que los 
grupos aromáticos están conectados por enlaces saturados, lo que también les 
proporciona una mejor hidrofilia; y los que presentan el core tipo III tienen una libertad 
de giro total, al ser totalmente alifáticos. Los compuestos que presentan mejores 
resultados globales en su interacción con viscumina son los glicodendrímeros con los 
cores tipo I y II, por tanto, a raíz de estos resultados son los que seleccionamos para 
estudios posteriores de interacción carbohidrato-proteína. 
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III.3- Resonancia magnética nuclear de diferencia de transferencia de saturación. 
A continuación se llevan a cabo estudios de interacción carbohidrato proteína por RMN. 
En estos estudios se utilizan los glicodendrímeros con los cores tipo II, debido a la 
mayor solubilidad de estas gliconanoestucturas a las concentraciones necesarias para 
llevar a cabo los estudios de RMN (1 mM para los diferentes ligandos, con una relación 
ligando:proteína 50:1). Estos ensayos se llevan a cabo mediante la técnica de STD-
RMN, comentados sus fundamentos en el apartado I.4.3 de la introducción. 
La Figura 63 muestra el análisis de STD del ligando 51 con viscumina, junto con las 
señales clave para la asignación. En el espectro se observan claras señales de STD, que 
también se aprecian en la Figura. El efecto de STD más fuerte se detectó para los 
protones del azúcar del residuo Gal (con un promedio de intensidad absoluta de STD 
aproximadamente del 9%; véase la Figura 63B), lo que sugiere de manera clara que esta 
región del ligando se encuentra en un contacto más estrecho con la proteína. Los 
protones pertenecientes al residuo Glc muestran señales de STD menos intensas, 














Figura 63. (A) espectro de STD (parte inferior) y espectro de referencia u off resonance (parte 
superior) de la muestra que contiene glicodendrímero 51 en presencia de viscumina con una 
relación molar de 50:1. Los porcentajes absolutos de STD se dan para las señales de protones 
correspondientes. (B) Estructura esquemática de 51 junto con los valores medios de las 
intensidades de STD absolutas. 
La Figura 64 muestra los resultados de STD para el ligando 53 en presencia de VAA, 
junto con la asignación de los desplazamientos químicos clave. No se observaron 
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fue para el residuo Gal con un promedio de intensidad absoluta de STD de 
aproximadamente un 8% (ver Figura 64B). De hecho, el resto de los protones del 
dendrímero presentaron señales significativamente más débiles, alrededor de 3%, como 
se representa en la Figura 64B.  
 
 
Figura 64. (A) espectro de STD (parte inferior) y espectro de referencia u off resonance (parte 
superior) de la muestra que contiene glicodendrímero 53 en presencia de viscumina con una 
relación molar de 50:1. Los porcentajes absolutos de STD se dan para las señales de protones 
correspondientes. (B) Estructura esquemática de 53 junto con los valores medios de las 
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La Figura 65 muestra el análisis de STD para el ligando 55, utilizando el mismo 
protocolo empleado anteriormente. Al igual que en las observaciones hechas para 51 y 
53, de nuevo el efecto más fuerte de STD surgió del residuo de Gal, con unos 
promedios de intensidad absolutos de aproximadamente un 5% (Figura 65B). Una vez 
más, el residuo Glc y los protones aromáticos del triazol mostraron STD, aunque en 
menor medida que para el residuo de Gal (intensidad media absoluta de STD de 
aproximadamente el 3 y 4% respectivamente; véase la Figura 65B).  
 
 
Figura 65. (A) espectro de STD (parte inferior) y espectro de referencia u off resonance (parte 
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relación molar de 50:1. Los porcentajes absolutos de STD se dan para las señales de protones 
correspondientes. (B) Estructura esquemática de 55 junto con los valores medios de las 
intensidades de STD absolutas. 
Tras estos estudios podemos concluir que en todos los casos los dos residuos 
glicosídicos (Glu, Gal) están implicados en el reconocimiento molecular de la 
viscumina, si bien el residuo de Gal presenta una mayor interacción. 
 
III.4- Flourescencia. 
Una de las características más importantes de los glicodendrímeros con los cores tipo I 
(45, 47 y 49) es que poseen fluorescencia, ya que tienen conjugación π-extendida entre 
los grupos bencénicos. Por otro lado, la lectina utilizada en estos estudios de interacción 
carbohidrato-proteína presenta varios aminoácidos aromáticos en su estructura (8 Trp, 7 
Tyr y 5 Phe), por lo que también pueden llevarse a cabo estudios de fluorescencia con 
ella. Por ello decidimos llevar a cabo estos estudios con los compuestos que mejor 
funcionaron por SPR (47, 49 y 55).  
En primer lugar, se adquirieron los espectros de fluorescencia de excitación y de 
emisión de la proteína y de los glicodendrímeros fluorescentes y después se estudiaron 
las modificaciones a concentración constante de la proteína y creciente de 
glicodendrímeros. En la Figura 66 se observa en verde el espectro de excitacion de la 
viscumina nativa con una la longitud de onda máxima de excitación de 280 nm, lo que 
corresponde a todos los residuos Tyr y Trp; y a la derecha se muestran los espectros de 
emisión a  280 y 295 nm con un λmax de emisión a 330 nm.  
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Figura 66. Espectros de excitación (verde) y de emisión a 280 y 295 nm (Azul y rojo 
respectivamente) de la proteína viscumina. 
A continuación se muestran los espectros de fluorescencia de los ligandos libres 47 y 49 
(figura 67). El compuesto 55 no presenta fluorescencia debido a que carece de dobles 
enlaces conjugados en la parte central de su estructura.  
 
Figura 67.Espectros de emisión de 47 (rojo) y de 49 (azul) en solución tampón. 
En la Figura 67 se observa la existencia de dos máximos de emisión de fluorescencia; 
uno en 360 nm y otro en 430 nm para 47; mientras que para 49 los máximos aparecen a 
330 nm y 430 nm. 
- Estudio de la variación de fluorescencia de la viscumina con 47 y 49 
En la Figura 68 se muestran los espectros de emisión de la interacción de viscumina con 
los glicodendrímeros (47 y 49) a λexc 295 nm y a temperatura de 25 °C. Los espectros 
muestran como la adición de glicodendrímero a la proteína da lugar a una disminución 
de la intensidad de fluorescencia como consecuencia de la interacción proteína-
glicodendrímero. Sin embargo, dicha interacción no produce cambios en la forma de los 
espectros de fluorescencia ni en la posición del máximo de emisión de fluorescencia, lo 
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que puede interpretarse como que la interacción no produce cambios en la estructura 
terciaria. 
 
Figura 68. Espectros de emisión de los complejo viscumina con 47 y 49. 
- Estudio de fluorescencia con 55 
Aunque el glicodendrímero 55 no posee fluorescencia se estudiaron los cambios que se 
producen en el espectro de emisión de la proteína cuando interacciona con el ligando. 
Como se muestra en la Figura 69 a concentración constante de proteína la adicion de 
cantidades crecientes de 55 produce una disminución en la intensidad de fluorescencia 
sin afectar al máximo de emisión aunque a altas concentraciones de 55 sí aparece un 
pequeño desplazamiento hacia el azul. Este desplazamiento hacia longitudes de onda 
mayores podría indicar un cambio en la estructura terciaria de la proteina.  
 
Figura 69.  Espectros de emisión de la viscumina a concentraciones crecientes de 55. 
Los datos obtenidos para 47, 49 y 55 se analizaron con la ecuación de SternVolmer 
modificada (apartado I.4.4 de la introducción) usando el valor de la intensidad de 
fluorescencia del máximo de emisión (295nm). El análisis con la ecuación modificada 
de SternVolmer permite ajustar los datos, y conocer la fracción de contribución de los 
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fluoróforos accesibles (ƒ1) e inacesibles (ƒ0) para el ligando, así como las constantes de 
asociación y disociación del proceso (Tabla 11). 
Compuesto ƒ0 ƒ1 KA (M) KD (M-1) 
47 0.1 0.9 3x105 3.3x10-6 
49 0.18 0.82 2.1x105 4.8x10-6 
55 0.33 0.67 18x105 7x10-6 
 
Como podemos ver, los datos obtenidos por fluorescencia para el proceso de 
reconocimiento carbohidrato-proteína están en el rango micromolar, al igual que los 
obtenidos por SPR.  
III.5- Calorimetría isoterma de titulación.  
Finalmente decidimos llevar a cabo estudios de interacción carbohidrato-proteína por 
microcalorimetría. Para este tipo de estudios, al igual que ocurre para los estudios de 
fluorescencia, se requieren concentraciones superiores de glicodendrímero que para 
SPR. En SPR se ha empleado una concentración máxima de 8 µM para los 
glicodendrímeros que presentan una mayor afinidad por viscumina, mientras que para 
ITC necesitamos unas concentraciones de hasta 100µM. De los glicodendrímeros que 
mejor han interaccionado con la viscumina por SPR y fluorescencia (47, 49 y 55) sólo 
hemos podido estudiar por ITC el compuesto 55, esto se debe a dos causas. Por un lado, 
una de las características del microcalorímetro, es que posee una microjeringa que gira a 
1000 r.p.m. mientras inyecta la solución de ligando sobre la celda con la proteína; por 
otra parte, los compuestos con el core tipo I (47 y 49) poseen un marcado carácter 
amfipático, lo que hace que sean afrógenos en solución acuosa al producirse la agitación 
de la microjeringa del calorímetro.  Estas dos circunstancias hacen que se formen 
burbujas en la celda de trabajo, impidiendo la adquisición de los datos. 
Se llevó a cabo el experimento de ITC con una concentración de viscumina 100µM y 
una concentración de 55 1000µM. La gráfica obtenida se observa en la Figura 70. 
Obtenemos un valor de n= 0.40; KA= 1.2x105 M-1; KD= 8.3x10-6 M; ∆H= -81 Kcal mol-1 
y ∆S= - 175 cal mol-1 deg-1; c= 4.8 
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Figura 70. Representación de los datos de ITC para la interacción de viscumina con 55. 
Para el compuesto 55, que tiene cuatro unidades de lactosa en su estructura, observamos 
un valor de n=0.4, lo que indica que por cada unidad de glicoderivado se unen 2.5 
moléculas de viscumina. Teóricamente cada molécula de glicodendrímero podría unir 4 
unidades de viscumina, por tanto el valor de 2.5 puede indicar que existe un 
impedimento estérico al acomplamiento simultáneo de cuatro unidades de viscumina. 
 
III.6- Modelado molecular. 
Las observaciones experimentales encontradas en SPR, STD, fluorescencia e ITC se 
validaron utilizando un modelo tridimensional del complejo, que fue construido 
utilizando el método descrito en el apartado II.7 de Materiales y métodos. El sitio de 
unión conocido de viscumina152 (el sitio de unión TYR) fue empleado para el protocolo 
de acoplamiento. Los ligandos 51, 53 y 55 produjeron resultados similares en presencia 
de viscumina. La Figura 71 muestra los aminoácidos que están implicados en el 
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reconocimiento del glicodendrímero. La mayor parte de las interacciones clave implican 
al resto de Gal, como se deduce del análisis de STD RMN. Cabe señalar la existencia de 
un enlace de hidrógeno doble entre el ASP235 con el OH3 y OH4 del residuo de Gal, 
así como un segundo enlace de hidrógeno entre ASN256 y el OH3 del residuo de Gal. 
Por otra parte, existe una clara interacción de apilamiento CH-π entre TYR249 y el 
residuo Gal. Curiosamente, GLN238 establece un enlace de hidrógeno con el OH3 del 
residuo de Glc.  
 
Figura 71. Modelo de acoplamiento de la región (lactosa) del glicodendrímero 51 que se une al 
sitio de unión viscumina TYR. Los aminoácidos que proporcionan mejores contactos con el 
ligando (GLN238, ASN256, ASP235, TYR249) están resaltados.  
La posibilidad de unión simultánea de dos, tres, o cuatro restos de viscumina al ligando 
también fue explorada, utilizando el protocolo de modelado molecular. Los resultados 
se muestran en las Figuras 72, 73 y 74, respectivamente. El modelo construido sugiere 
la posibilidad de unión simultánea de dos y tres unidades de VAA en el caso de los 
glicodendrímeros 51 y 53 respectivamente (véase la Figura 72 y 73). Sin embargo, sólo 
un máximo de tres unidades de viscumina pueden acoplarse al ligando 55. De hecho, la 
unión de cuatro unidades simultáneas produciría  importantes conflictos de 
impedimento estérico (Ver Figura 74B), lo que impide la existencia de complejos 
multivalentes grandes. Sin embargo, bajo las condiciones experimentales empleadas 
para los experimentos de RMN, con un gran exceso de ligando sobre la lectina, es 
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entrecruzamiento es pequeña. Muy probablemente, los datos de RMN reflejan la 
presencia de complejos 1:1 en rápida disociación, que se producen en la corta escala de 
tiempo de relajación que se requiere para este tipo de experimentos. 
 
Figura 72. Modelado molecular del glicodendrímero 51 unido a dos unidades de viscumina.  
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 Figura 74. (B) Otra vista del modelado molecular del glicodendrímero 55 unido a cuatro 




































1- Se han sintetizado, mediante la reacción de Sonogashira asistida por microondas, 
cores di, tri y tetravalentes con una estructura central formada por grupos fluoróforos 
unidos mediante triples anlaces conjugados, lo que les confiere rigidez estructural, y 
permite su funcionalización mediante reacciones de cicloadición 1,3-dipolar 
(compuestos 17, 22 y 25). 
 
2- Se han sintetizado, mediante reacciones de SN2 y Mitsunobu, cores di, tri y 
tetravalentes con grupos aromáticos centrales unidos mediante hibridación sp3 a los 
grupos alquino terminales, lo que permite una libertad de giro de la molécula, y la 
funcionalización mediante reacciones de cicloadición 1,3-dipolar (compuestos 27, 29 y 
31). 
 
3- Se han sintetizado cores di, tri y tetravalentes a partir de polialcoholes alifáticos, 
funcionalizados en su periferia con cloruros de ácido que permiten su unión a moléculas 
funcionalizadas con grupos nucleófilos (compuestos 35, 39 y 43). 
 
4- Se ha funcionalizado la lactosa con una cadena espaciadora unida al carbono 
anomérico libre, manteniendo la forma cerrada en configuración β en el extremo 
reductor; dicha cadena espaciadora tiene en su extremo un grupo azida, lo que permite 
unir la lactosa funcionalizada mediante reacciones de cicloadición 1,3-dipolar 
(compuesto 5). 
 
5- Se ha funcionalizado la lactosa con una cadena espaciadora unida al carbono 
anomérico libre, manteniendo la forma cerrada en configuración β en el extremo 
reductor; dicha cadena espaciadora tiene en su extremo un grupo 1,5-diaminonaftaleno, 
lo que permite unir la lactosa funcionalizada mediante reacciones SN2 (compuesto 8). 
 
6- Se han sintetizado glicodendrímeros di, tri y tetravalentes mediante dos estrategias 
sintéticas diferentes, en primer lugar mediante cicloadición 1,3 dipolar catalizada por 
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microondas entre el compuesto 5 y los núcleos 17, 22, 25, 27, 29 y 31; y a continuación, 
mediante SN2 entre el compuesto 8 y los núcleos 35, 39 y 43. 
 
7- Se ha realizado la determinación estructural de los compuestos finales 45, 47, 49, 51, 
53, 55, 57, 59 y 61 mediante RMN y EM. 
 
8- Se ha estudiado mediante SPR la interacción carbohidrato-proteína de los 
glicodendrímeros sintetizados con la viscumina (cadena B de la lectina de Viscum 
album), que reconoce específicamente residuos de galactosa. En todos los casos 
encontramos una KD en el rango micromolar, lo que concuerda con los datos obteidos 
por otras técnicas. Los glicodendrímeros que mejor interaccionan con la viscumina son 
los que tienen los cores aromáticos (45, 47, 49, 51, 53 y 55) en comparación con los que 
tienen cores alifáticos (57, 59 y 61). En todos los casos, tienen una mayor afinidad por 
la viscumina los comuestos tri o tetravalentes frente a los divalentes, lo que corrobora la 
importancia de la presentación multivalente en las interacciones carbohidrato-proteína. 
 
9- Se ha estudiado por STD-RMN la interacción carbohidrato-proteína de los 
compuestos 51, 53 y 55 con viscumina. En todos los casos el efecto de STD más fuerte 
se detectó para los protones del carbohidrato del residuo de galactosa frente a glucosa, 
lo que sugiere de manera clara que esta región del ligando se encuentra en un contacto 
más estrecho con la proteína. 
 
10- Se ha estudiado por fluorescencia la interacción de los compuestos 47, 49 y 55 con 
viscumina. Se ha seguido la intensidad de fluorescencia en el máximo de emisión de la 
proteína (295nm), a medida que se añadían alícuotas de glicodndrímero. Al ajustar los 
datos obtenidos a la ecuación de Stem-Volmer modificada para proteinas 
multitriptófano, obtenemos unos valores de KD en el rango micromolar para dicha 




11- Se ha estudiado por ITC la interacción del compuesto 55 con viscumina. Se ha 
obtenido un valor de KD en el rango micromolar para dicha interacción, lo que 
corrobora los datos obtenidos por SPR y fluorescencia. La estequiometría del proceso 
muestra que por cada molécula de glicodendrímero se pueden unir 2.5 moléculas de 
viscumina, lo que indica la existencia de un posible impedimento estérico para el 
acoplamiento simultáneo de las teóricas 4 moléculas de viscumina que puede unir el 
glicodendrímero tetravalente. 
 
12- Se ha estudiado por modelado molecular la interacción de los glicodendrímeros 51, 
53 y 55 con viscumina. La mayor parte de las interacciones clave implican al resto de 
galactosa, como se deduce del análisis de STD RMN. Además el modelado molecular 
de la interacción de 55 con viscumina, muestra un impedimento estérico para la unión 
simultánea de 4 moléculas de viscumina al glicodendrímero, lo que corrobora el dato de 
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